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 La compréhension des forces évolutives agissant lors de la formation des espèces et 

contribuant au maintien de leur intégrité est un enjeu majeur pour expliquer la distribution de 

la biodiversité, particulièrement dans le contexte actuel des changements globaux. La 

spéciation est le processus continu durant lequel d’une espèce ancestrale se forment deux 

espèces. Le sens même du mot « espèce », et par conséquence du mot « spéciation », a fait 

l’objet de nombreux débats, qui se poursuivent encore aujourd’hui. Les espèces peuvent par 

exemple être définies sur la base de l’isolement reproducteur (absence d’hybridation, 

« concept biologique »), de phylogénies de gènes (groupes monophylétiques d’allèles, 

« concept phylogénétique »), ou encore suivant leurs caractéristiques écologiques. La 

définition des espèces sur la base de critères morphologiques a, depuis toujours, montré ses 

limites : les différences de morphologie entre individus peuvent être par exemple liées à un 

dimorphisme sexuel, ou à un effet de l’environnement (plasticité phénotypique). Au contraire, 

deux populations peuvent constituer des espèces distinctes suivant les concepts biologique 

et/ou phylogénétique sans pour autant montrer de différence morphologique. Dans ce dernier 

cas, les espèces sont alors appelées « espèces cryptiques ». Chez les macroalgues, la définition 

morphologique des espèces reste très majoritairement utilisée, et peu d’études se sont 

intéressées  à l’importance de l’isolement reproducteur entre espèces proches ou à l’histoire et 

la géographie du processus. Chez les Laminariales, grandes algues brunes des eaux tempérées 

froides, les études antérieures à ces travaux de thèse suggéraient que les barrières 

reproductives entre espèces sont généralement incomplètes, menant à la formation d’individus 

hybrides en conditions de laboratoire.  

 En utilisant une combinaison d’approches à la fois génétiques et écologiques, cette 

thèse a eu pour objectif général de comprendre quels sont les mécanismes qui sont à l’origine 

de la distribution de la diversité génétique et ceux qui contribuent à son maintien chez la 

Laminariale Lessonia nigrescens. Cette algue brune forme de véritables forêts et domine 

l’étage intertidal rocheux le long des côtes chiliennes. Le contexte géographique paraissait 

d’autant plus intéressant qu’une zone de transition biogéographique avait été préalablement 

décrite dans cette région (Camus, 2001), bien que controversée (voir pour revue Thiel et al., 

2008). Ainsi, alors que certaines espèces marines montrent un changement abrupt dans leur 

distribution ou dans leur abondance entre 30°S et 33°S, d’autres espèces traversent ces 

latitudes sans paraître affectées. Contrairement à la majorité des zones de transition côtières 

dans le monde, aucun évènement géologique historique connu n’explique cette discontinuité. 

Les zones de transition biogéographiques constituent des régions particulières pour étudier les 

processus de spéciation, et de divergence en général, dans un contexte géographique : les 
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processus affectent les aires de distribution des espèces peuvent également avoir des 

répercussions sur la distribution de la diversité génétique intra-spécifique.  

 Le premier objectif de cette thèse a été d’étudier la phylogéographie de cette espèce et 

de la comparer avec l’espèce phylogénétiquement proche, mais présente dans l’étage subtidal, 

Lessonia trabeculata. Avec une approche utilisant quatre marqueurs moléculaires, issus des 

trois compartiments génomiques (noyau, mitochondrie, chloroplaste), il a été mis en évidence 

une concordance entre la zone de transition biogéographique décrite à 30°S et une 

discontinuité génétique majeure au sein de L. nigrescens, tandis que L. trabeculata ne montre 

pas de structuration génétique. La conclusion majeure du premier chapitre est la présence de 

deux espèces cryptiques au sein de L. nigrescens, suivant le concept phylogénétique de 

l’espèce. En attendant une description taxonomique formelle, les deux espèces ont été 

appelées « espèce AI », correspondant à l’espèce présente dans l’Aire Intermédiaire, et 

« espèce PP », celle présente dans la Province Péruvienne. 

 Les résultats acquis au cours de cette thèse, ajoutés à ceux présentés dans divers 

projets et thèses (PUC, UPMC), ont de plus permis de montrer que des facteurs 

environnementaux extrinsèques et probablement anciens sont à l’origine des discontinuités 

phylogéographiques et biogéographique.  

 Le deuxième chapitre de la thèse s’intéresse plus particulièrement aux processus 

actuels, qui permettent le maintien de la différenciation entre les deux espèces de L. 

nigrescens. Pour cela, l’étude s’est recentrée sur la zone de transition, entre 29°S et 31°S, 

correspondant à la zone de chevauchement des aires de distribution des deux espèces.  

 La première étape a été de déterminer précisément les aires de distribution des deux 

espèces dans cette région, à différentes échelles spatiales (100km à 1km). De façon 

surprenante, une absence complète de sympatrie a été observée : les deux espèces n’ont 

jamais été observées au sein d’un même site, et ce quelle que soit l’échelle considérée.  

 Ensuite, je me suis attachée à caractériser l’importance de l’isolement reproducteur 

entre les deux espèces dans les conditions naturelles, en utilisant une approche de génétique 

des populations (marqueurs microsatellites). Cette étude, la première du genre chez des 

Laminariales, a montré que l’isolement reproducteur est apparemment complet entre ces 

espèces cryptiques. Ainsi, le concept biologique de l’espèce peut être utilisé pour les décrire. 

Ce résultat contraste particulièrement avec la considération générale suivant laquelle 

l’hybridation interspécifique (voire inter-générique) serait fréquente chez les Laminariales.  

 L’étape suivante a été d’étudier le rôle des facteurs environnementaux sur l’absence de 

sympatrie. Afin de tester l’hypothèse d’une divergence adaptative, une expérience de 
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transplantations réciproques a été réalisée. Des différences de qualité de l’environnement ont 

pu être mises en évidence entre les quatre sites considérés. Dans l’un de ces sites, une réponse 

différentielle entre espèces a été observée : ainsi, dans ce site habité par l’espèce AI 

(population naturelle), les individus d’espèce PP ont montré une valeur sélective plus faible 

que les individus d’espèce AI (quelque soit leur site d’origine). Aucune différence de réponse 

entre espèces n’a cependant pu être mise en évidence pour deux autres sites, sites qui sont 

géographiquement proches (20km) mais l’un habité par l’espèce AI, l’autre par l’espèce PP. 

Par conséquent, les résultats de l’expérience ne permettent pas d’expliquer la distribution des 

espèces à l’échelle locale ni l’absence de sympatrie. Les hypothèses invoquées sont l’action 

de mécanismes liés à l’isolement reproducteur et/ou à une exclusion compétitive entre 

espèces. 

 En conclusions générales, ces travaux de thèse ont montré la présence de deux espèces 

cryptiques au sein de l’espèce morphologique L. nigrescens. Ces espèces sont isolées 

reproductivement, présentent des niches écologiques distinctes et montrent des histoires 

démographiques différentes. Au niveau fondamental, ces travaux constituent une avancée 

importante dans la compréhension des processus de spéciation chez les Laminariales, 

organismes peu étudiés. Au niveau appliqué, ces résultats ont des conséquences directes en 

biologie de la conservation et dans la gestion durable des ressources naturelles, les Lessonia 

ayant une importance économique directe (récolte pour l’industrie des alginates) et indirecte 

(espèces-ingénieurs de l’écosystème). 
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 El entendimiento de las fuerzas evolutivas que actúan durante la formación de especies 

y que contribuyen a la mantención de su integridad es un desafío mayor para explicar la 

distribución de la biodiversidad, particularmente en el contexto actual de los cambios 

globales. La especiación es el proceso continuo durante el cual de una especie ancestral se 

forman dos especies. El sentido mismo de la palabra “especie”, y por consecuencia de la 

palabra “especiación”, ha sido el objeto de numerosos debates, que prosiguen todavía hoy en 

día. Las especies pueden ser por ejemplo definidas en base al aislamiento reproductivo 

(ausencia de hibridación, “concepto biológico”), a filogenias de genes (grupos monofiléticos 

de alelos, “concepto filogenético”), o también en base a sus características ecológicas. La 

definición de especies en base a caracteres morfológicos ha mostrado, desde siempre, sus 

límites: las diferencias de morfología entre individuos pueden estar por ejemplo ligadas a un 

dimorfismo sexual, o a un efecto del ambiente (plasticidad fenotípica). Al contrario, dos 

poblaciones pueden constituir especies distintas en base a los conceptos biológico y/o 

filogenético y no mostrar sin embargo diferencias morfológicas. En este ultimo caso, las 

especies son llamadas “especies crípticas”. En macroalgas, la definición morfológica de las 

especies es la que prima en la gran mayoría de los estudios, siendo pocos aquellos que se han 

interesados en la importancia del aislamiento reproductivo entre especies cercanas, o en la 

historia y la geografía del proceso. En las Laminariales, grandes algas pardas de aguas 

templadas-frías, los estudios anteriores a esta tesis sugerían que las barreras reproductivas 

entre especies generalmente no se completan, llevando a la formación de individuos híbridos 

en condiciones de laboratorio. 

 Usando una combinación de aproximaciones tanto genéticas como ecológicas, esta 

tesis ha tenido como objetivo general entender cuales son los mecanismos que están al origen 

de la distribución de la diversidad genética y de aquellos que contribuyen a su mantención en 

la Laminaríal Lessonia nigrescens. Esta gran alga parda forma verdaderos bosques y domina 

el intermareal rocoso a lo largo de la costa chilena. El contexto geográfico en el que se ubica 

esta especie parecía inicialmente muy interesante en la medida que una zona de transición 

biogeografíca había sido previamente descrita en la región en que ella se distribuye (Camus, 

2001), pero su existencia era controversial entre los diversos autores (ver por revisión Thiel et 

al. 2008). Así, ciertas especies marinas muestran un cambio abrupto en su distribución o en su 

abundancia entre los 30°S y 33°S, mientras que otras especies atraviesan estas latitudes sin ser 

afectadas aparentemente. Contrariamente a la mayoría de las zonas de transición costeras en 

el mundo, ningún evento geológico histórico conocido explica esta discontinuidad. Las zonas 

de transición biogeográficas constituyen regiones particulares para estudiar los procesos de 
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especiación, y de divergencia en general, en un contexto geográfico: los procesos que afectan 

las aéreas de distribución de especies pueden también tener repercusiones sobre la 

distribución de la diversidad genética intra-especifica. 

 El primer objetivo de esta tesis ha sido estudiar la filogeografía de esta especie y 

compararla con la especie filogenéticamente más cercana, pero presente en el submareal, 

Lessonia trabeculata. Con una aproximación que emplea cuatro marcadores moleculares, 

provenientes de los tres compartimentos genómicos (núcleo, mitocondria, cloroplasto), se 

puso en evidencia una concordancia entre la zona de transición biogeográfica descrita a los 

30°S y una discontinuidad genética mayor dentro de L. nigrescens, mientras que L. 

trabeculata no mostró estructuración genética. La conclusión mayor del primer capítulo es la 

presencia de dos especies crípticas dentro de L. nigrescens, según el concepto filogenético de 

la especie. No existiendo una descripción taxonómica formal, me referiré por mientras a estas 

especies como “especie AI”, correspondiente a la especie presente en el Área Intermedia, y 

“especie PP”, presente en la Provincia Peruana.  

 Los resultados adquiridos durante esta tesis, se suman a los presentados en diversos 

proyectos y tesis (PUC, UPMC), y han además permitido mostrar que factores ambientales 

extrínsecos y probablemente antiguos están al origen de las discontinuidades filogeográficas y 

biogeográfica. 

 El segundo capítulo de esta tesis se interesa más particularmente en los procesos 

actuales, que permiten la mantención de la diferenciación entre ambas especies de L. 

nigrescens. Para esto, el estudio se focalizó en la zona de transición, entre 29°S y 31°S, que 

corresponde a la región de sobreposición de las áreas de distribución de estas especies. 

 La primera etapa ha sido determinar precisamente las áreas de distribución de ambas 

especies en esta región, a distintas escalas espaciales (100km a 1km). De manera 

sorprendente, una ausencia completa de simpatría ha sido observada: las dos especies nunca 

han sido observadas dentro de un mismo sitio, cualquiera sea la escala geográfica 

considerada.  

 Enseguida, me he concentrado en caracterizar la importancia del aislamiento 

reproductivo entre ambas especies en condiciones naturales, usando una aproximación de 

genética de poblaciones (marcadores microsatélites). Este estudio, el primero de este tipo en 

las Laminariales, ha mostrado que el aislamiento reproductivo esta aparentemente completo 

entre estas especies crípticas. Así, el concepto biológico de la especie puede ser usado para 

describirlas. Este resultado contrasta particularmente con la consideración general según la 
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cual la hibridación interespecífica (incluso hasta inter-genérica) sería frecuente en las 

Laminariales. 

 La etapa siguiente ha sido estudiar el rol de factores ambientales sobre la ausencia de 

simpatría. Para poner a prueba la hipótesis de una divergencia adaptativa, un experimento de 

transplantes recíprocos fue realizado. Diferencias en la calidad del ambiente han sido 

detectadas entre los cuatros sitios analizados. En uno de estos sitios analizados, una respuesta 

diferencial entre especies ha podido ser evidenciada: así, en este sitio, en el cual la población 

natural es de la especie AI, los individuos de la especie PP han mostrado un valor selectivo 

inferior a la de los individuos de la especie AI (cualquier que sea sus sitios de origen). No 

obstante, no se detecto diferencia de respuesta entre especies en otros dos sitios, los cuales 

están geográficamente cercanos (20km) pero habitado uno por la especie AI, y el otro por la 

especie PP. Por consiguiente, los resultados del experimento no permiten explicar la 

distribución de las especies a escala local ni la ausencia de simpatría. Las hipótesis 

explicativas más probables aluden a mecanismos ligados al aislamiento reproductivo y/o a 

una exclusión competitiva entre ambas especies. 

 En conclusión, los trabajos de esta tesis han evidenciado la presencia de dos especies 

crípticas dentro de la especie morfológica L. nigrescens. Estas especies están aisladas 

reproductivamente, presentan nichos ecológicos distintos y muestran historias demográficas 

diferentes. Desde el punto de vista de la investigación básica, estos trabajos constituyen un 

avance importante en el entendimiento de los procesos de especiación en las Laminariales, 

organismos poco estudiados. Desde el punto de vista de las aplicaciones, estos resultados 

tienen implicancias directas en biología de la conservación y en el manejo sostenible de los 

recursos naturales, dado que las Lessonia tienen una importancia económica directa (cosecha 

para la industria de los alginatos) e indirecta (especie ingeniero del ecosistema).  
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Understanding the evolutive forces that act during the formation of species and 

contribute to maintain their integrity is a major challenge to explain the distribution of 

biodiversity, particularly in the actual context of global changes. Speciation is a continuous 

process during which two new species are formed from one ancestral. However, the word 

“species” and consequently the word “speciation”, has been subject of numerous debates that 

continue nowadays. This is because, species can be defined in base of reproductive isolation 

(absence of hybridization, “biological species concept”), genes phylogenies (monophyletic 

groups of alleles, “phylogenetic species concept”), or their ecological characteristics. The use 

of morphological characteristics to define species has always shown its limits, because 

morphological differences between individuals can be due to sexual dimorphism or 

environmental effects (phenotypic plasticity). Otherwise, two populations can comprise 

distinct species according to the biological and/or phylogenetic species concepts, without 

showing morphological difference. In this case, species are said to be “cryptic”. For 

macroalgae the morphological species definition, besides the above mention problems, 

continues to be used, and few studies focus on the importance of reproductive isolation among 

related species or the history and geography of the process. Previous studies in Laminariales, 

large brown algae inhabiting cold and temperate waters, suggested that reproductive barriers 

among species are generally incomplete, leading to the formation of hybrid individuals in 

laboratory conditions.  

Using a combination of both ecological and genetic approaches, this thesis aimed to 

understand the mechanisms responsible for the origin of the distribution of the genetic 

diversity of Lessonia nigrescens, and also those mechanisms that contribute to their 

maintenance. This brown alga forms veritable forests and dominates the intertidal rocky shore 

along the Chilean coast. The geographic context was particularly interesting as a 

biogeographic transition zone has been described in this region (Camus, 2001), but still is 

controversial (see for review Thiel et al., 2008). While some marine species show an abrupt 

change in their distribution or in their abundance between 30°S and 33°S, other species cross 

these latitudes without seemed affected. Contrarily to the majority of the coastal transition 

zones in the world, no historical geological event is known to explain this discontinuity. Due 

to the above mention, the biogeographic transition zones constitute a particular region to 

study the speciation process, and divergence process in general, in a geographic context: the 

processes affecting the distribution range of species can also have repercussion in the 

distribution of the genetic diversity at the intra-specific level. 
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The first objective of this thesis was to study the phylogeography of L. nigrescens, and 

to compare it with that of the phylogenetically closest species, L. trabeculata, which is present 

at the subtidal level. Through an approach that used four markers from each genome 

compartments (nucleus, mitochondria, chloroplast), it has been revealed a concordance 

between the biogeographic transition zones described at 30°S and a major genetic 

discontinuity in L. nigrescens, whereas L. trabeculata did not show such any genetic 

structuring. The major conclusion is the presence of two cryptic species within L. nigrescens, 

based on the phylogenetic species concept.  Without a taxonomical formal description, the 

species have been named “IA species”, presents in the Intermediate Area, and “PP species”, 

presents in the Peruvian Province.  

Moreover, the results, together with those presented in various projects and theses 

(PUC, UPMC), show that extrinsic environmental factors, probably ancient, are at the origin 

of the phylogeographic and biogeographic discontinuities. 

The second chapter of the thesis focused more on the actual processes that allow the 

maintenance of the differentiation between both species of L. nigrescens. For this, the study 

focused on the transition zone, between 29°S and 30°S, corresponding to the overlapping 

region of distribution ranges of the species.  

As the first step, the distribution range of both species has been determined in this 

region, using different spatial scales (100km – 1 km). Surprisingly a complete absence of 

sympatry has been observed: the two species have never been observed within a same 

location, regardless the geographical scale considered.  

As a second step, I characterized the reproductive isolation between the species in 

natural conditions using a genetic population approach (microsatellite markers). This study, 

the first of this type in Laminariales, has shown that the reproductive isolation is apparently 

complete between these cryptic species, allowing using the biological species concept to 

describe them. This result is particularly contrasting with the general consideration that 

interspecific hybridization (including inter-genus) within Lamiariales is frequent.  

The final step was to study the role of environmental factors on the absence of 

sympatry. In order to test the hypothesis of adaptative divergence, an experiment of reciprocal 

transplants was realized. Differences in environment quality have been detected among the 

four studied sites. In one of these sites, a species-specific response was observed: in this site 

of IA species (natural population), the individuals of PP species had a lower fitness than those 

of IA species. However, no species-specific response was observed in the two sites separated 

by a small geographic distance (20km), but inhabited by distinct species (IA and PP). In 
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consequence, these results cannot explain the distribution of the species at a local scale, nor 

the total absence of sympatry. Mechanisms linked to reproductive isolation and/or to 

exclusive competition between species are possible hypotheses to explain the observed 

pattern. 

As general conclusions, this thesis work has shown the presence of two species within 

the morphological species L. nigrescens. These species are reproductively isolated, have 

distinct ecological niches and show different demographic histories. As a basic science result, 

this work constitutes an important advance in the understanding of the speciation processes in 

Laminariales, slightly studied organisms. These results have also a direct importance for 

conservation biology and sustainable management of the natural resources, because Lessonia 

species constitute species of economic importance, directly (recollected for the alginates 

industry) and indirectly (ecosystem engineer species). 
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 Le travail réalisé au cours de cette thèse s'intègre dans la problématique générale de 

l'étude des processus de spéciation, en prenant comme espèces modèles de grandes algues 

brunes marines (Ordre des Laminariales, appelées « kelps »). Ces algues forment de véritables 

forêts dans les eaux tempérées froides et ont une importance économique, pour l’industrie des 

alginates et pour la récolte d’invertébrés marins vivant dans ces forêts. Malgré leur 

importance écologique et économique, et leur grande diversité en nombre d’espèces dans 

certaines régions du monde, les mécanismes favorisant la spéciation et contribuant à 

l’isolement reproducteur ont été très peu étudiés chez ces espèces. Mon travail de thèse a 

permis de mettre en évidence l’existence de deux espèces cryptiques au sein du complexe 

« Lessonia nigrescens » le long des côtes chiliennes. Je me suis tout d’abord attachée à 

comprendre l’histoire des deux taxa, et à discuter les différentes hypothèses à l’origine de 

cette spéciation. Ensuite, je me suis intéressée aux mécanismes qui permettent actuellement le 

maintien de l’intégrité des espèces cryptiques de L. nigrescens, en particulier dans la région 

de contact entre leurs aires de distribution. 

 

 Je commencerai donc cette introduction par une revue des différents modes de 

spéciation qui ont été proposés dans la littérature. Puis je soulignerai l'intérêt de l'étude des 

zones de transition pour comprendre les processus de spéciation. Je présenterai ensuite la 

région d'étude : les côtes chiliennes et en particulier la zone de transition qui correspond à une 

zone de transition biogéographique, dont l'origine et l'ancienneté restent indéterminées. Enfin, 

je présenterai les organismes modèles, c’est-à-dire le complexe d’espèces « Lessonia 

nigrescens » présent dans le bas de l’étage intertidal que j’ai comparé à l’espèce subtidale 

Lessonia trabeculata, ces deux espèces dominant les habitats rocheux exposés aux vagues 

dans la région d’étude. Pour terminer, j’exposerai le plan de la thèse. 
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A. Espèces, spéciation et évolution des barrières 

reproductives 

 

1. Différentes définitions de l’espèce 

 

 Le concept d’espèce a fait l’objet de nombreuses discussions, avec une intensification 

du débat depuis une vingtaine d’années. Coyne et Orr (2004) ont ainsi répertorié 25 concepts 

d’espèces différents, bien que leur liste ne soit pas exhaustive. Ce vieux débat persiste car il 

n’existe pas de concept applicable à tous les taxa sans ambigüité (Hey, 2001), qui prenne en 

compte les particularités des systèmes de reproduction de certaines espèces - par exemple, la 

reproduction clonale des bactéries - et l’aspect dynamique de la formation des espèces.   

 Je présenterai ici trois concepts d’espèces : le concept biologique de l’espèce (BSC), 

celui phylogénétique (PSC) et celui morphologique. A la différence des deux premiers 

concepts, le dernier ne définit pas l’espèce comme un groupe évolutif, le but étant de classer 

les espèces sur la base de critères morphologiques (taxonomie). L’espèce morphologique est 

définie comme un groupe d’individus partageant des critères diagnostiques propres et qui sont 

suffisamment différents morphologiquement d’autres groupes semblables. Cette définition est 

celle qui reste majoritairement utilisée, bien qu’elle ait été remise en cause notamment par 

l’introduction du concept biologique de l’espèce par Mayr (1942, cité par Coyne et Orr, 2004) 

et l’utilisation d’outils moléculaires pour identifier les espèces. La définition des espèces sur 

la base de différences morphologiques est en particulier problématique pour les taxa ayant peu 

de critères morphologiques distinguables, comme les bactéries et certaines espèces d’algues 

(Knowlton, 2000), ou lorsqu’il y a des différences très importantes entre individus d’une 

même espèce, par exemple dues à une importante plasticité phénotypique ou à un 

dimorphisme sexuel. On appelle espèces cryptiques les espèces qui sont, ou ont été, classées 

comme une seule espèce nominale sur la base de critères morphologiques (Bickford et al., 

2006). La présence d’espèces cryptiques au sein d’une espèce morphologique est 

généralement détectée en utilisant les outils moléculaires et/ou en testant l’interfécondité entre 

individus. Une étude morphologique a posteriori peut parfois révéler des différences 

morphologiques entre espèces cryptiques, et ces critères morphologiques peuvent être ensuite 

utilisés pour identifier les espèces en conditions naturelles (Bickford et al., 2006 ; Knowlton, 
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2000).  

 

 Le concept biologique de l’espèce identifie les espèces comme des groupes de 

populations naturelles interféconds qui sont reproductivement isolés d’autres groupes 

semblables (Mayr, 1942, cité par Coyne et Orr, 2004). L’utilisation de ce concept biologique 

de l’espèce permet d’étudier l’évolution de barrières reproductives, définies comme des 

traits biologiques des organismes limitant les flux de gènes entre individus de différents taxa 

(Coyne et Orr, 2004). Il faut souligner que la formation de nouvelles espèces est un processus 

dynamique, se traduisant par la possibilité de flux de gènes comme étape intermédiaire avant 

l’isolement reproducteur complet (Fig. I.1). Lorsque la spéciation est en cours, il est plus 

difficile de se baser uniquement sur le critère d’isolement reproducteur pour définir à partir de 

quelle étape les taxa étudiés peuvent être reconnus comme de nouvelles espèces. Il peut être 

utile d’utiliser un critère subjectif, comme par exemple la présence d’un isolement 

reproducteur « substantiel mais pas nécessairement complet » (Coyne et Orr, 2004). 

 Les généalogies de gènes permettent d’identifier des groupes d’organismes partageant 

un ancêtre commun et donc une histoire commune. Différents concepts phylogénétiques de 

l’espèce (PSC) ont alors été proposés en se focalisant sur l’histoire commune des individus. 

Ainsi, le premier concept définit l’espèce phylogénétique comme un groupe irréductible, 

basal, d’organismes qui partagent une relation d’ascendance et de descendance, et qui sont 

distincts d’autres groupes semblables (Cracraft, 1989 cité par Coyne et Orr, 2004). Le 

processus de spéciation du point de vue phylogénétique peut être vu comme le processus 

évolutif par lequel les généalogies de gènes passent de peu structurées à résolues, avec des 

groupes phylogénétiques dont la séparation est importante (Avise, 2000 ; Coyne et Orr, 2004 ; 

Fig. I.1 et Fig. I.2). Pendant ce processus, les barrières reproductives sont essentielles car ce 

sont elles qui favorisent la séparation au cours du temps des taxa phylogénétiques, en limitant 

les flux de gènes. Lorsque deux taxa sont reproductivement isolés, les généalogies de gènes 

vont passer par des étapes successives de polyphylie, puis possiblement par une étape de 

paraphylie avant de montrer finalement une monophylie réciproque : à ce stade, les copies de 

gènes dans chaque taxon sont plus proches phylogénétiquement entre elles qu’avec les copies 

de gènes de l’autre taxon (Fig. I.1 et Fig. I.2). Cependant, la monophylie réciproque est un 

stade qui ne peut être atteint qu’après une longue période de temps, qui dépend de la taille 

efficace des populations (Avise, 2000) : même en l’absence de flux de gènes entre taxa, les 

processus de dérive génétique et de sélection naturelle n’éliminent que lentement le 

polymorphisme ancestral. Le concept phylogénétique de l’espèce est critiqué en particulier 
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Figure I.1 : Illustration de la nature continue de la divergence lors du processus de 
spéciation. Deux populations sont représentées ici, en bleu et en vert, depuis le début du processus 
jusqu’à l’isolement reproducteur complet. Sur cette figure sont représentés différents aspects de 
divergence entre les populations : 1) l’isolement reproducteur, qui évolue d’absent jusqu’à complet 
(les individus sont représentés par des cercles, ceux bicolores indiquant les génotypes hybrides) ; 
2) la distribution des fréquences de gènes (représentée ici sous la forme de groupement 
génotypique, ou clusters) qui devient bimodale lorsque la spéciation est complète ; 3) la 
représentation sous forme de réseaux d’haplotypes permettant de mettre en évidence la rétention 
de polymorphisme ancestral et l’apparition de nouvelles mutations. Les points noirs indiquent les 
haplotypes ancestraux qui ne sont plus présents. La transition de la polyphylie à la monophylie 
réciproque peut être longue, malgré un isolement reproducteur complet (voir Fig. I.2) ; 4) le cline 
géographique ou écologique des fréquences géniques, variant de peu marqué à abrupt. Un cline 
géographique de fréquences géniques sera observé si les populations sont majoritairement en 
allopatrie, tandis qu’un cline écologique peut être observé si les populations ont divergé sous 
l’action de la sélection naturelle divergente. Figure modifiée d’après Nosil et al. (2009). 
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car il est impossible d’atteindre la monophylie réciproque entre taxa pour tous les gènes du 

génome : d’autres évènements de spéciation auront probablement lieu avant, et de plus, la 

sélection peut préserver des allèles communs entre taxa pour certains loci. Des critères 

subjectifs, comme pour le BSC, ont alors été définis, comme la présence de 50% de gènes 

montrant une monophylie réciproque (Coyne et Orr, 2004).  

Depuis quelques années, la taxonomie traditionnelle, basée sur les critères 

morphologiques, tend à être complétée par l’utilisation de courtes séquences d’ADN d’un 

gène particulier pour caractériser les espèces et identifier des espèces cryptiques 

(« barcoding », Hebert et al., 2003). L’utilisation d’un seul critère (un seul gène) pose 

cependant le problème de la généralisation à l’ensemble du génome : le gène considéré, 

généralement mitochondrial, peut par exemple être soumis à sélection ou présenter des copies 

nucléaires et ne pas refléter l’histoire de l’espèce, mais celle du gène (ex : Bazin et al., 2006 ; 

Song et al., 2008). Quoiqu’il en soit, l’utilisation de phylogénies de plusieurs gènes a 

l’avantage de permettre d’étudier les aspects historiques, géographiques et démographiques 

des processus de spéciation. En particulier, les phylogénies de gènes nous renseignent sur 

l’ancienneté de la divergence entre taxa. 

 

 Le PSC est généralement concordant avec le BSC lorsque les espèces sont en 

sympatrie, car le maintien de l’intégrité des clades phylogénétiques dépend de l’importance de 

l’isolement reproducteur entre les taxa (pour une discussion plus détaillée des différences 

entre ces concepts d’espèce, voir Coyne et Orr, 2004). Le contraire n’est pas forcément vrai : 

des taxa peuvent être complètement isolés reproductivement mais ne pas constituer des clades 

monophylétiques au début du processus de spéciation et être donc considérés comme une 

seule espèce sous le PSC ; l’évolution indépendante des clades phylogénétiques mènera 

cependant à terme à une concordance entre PSC et BSC. Ces deux concepts peuvent 

également être discordants lorsque les taxa sont en allopatrie stricte (séparés 

géographiquement avec absence de migrants) : les taxa peuvent avoir suffisamment divergé 

pour être considérés comme des espèces phylogénétiques (PSC) mais ne pas montrer 

d’isolement reproducteur en conditions de laboratoire. Il est cependant rare qu’il y ait une 

absence totale de migrants et une absence d’isolement reproducteur lors de la mise en contact 

artificielle, les barrières d’isolement reproducteur restent donc considérées comme 

primordiales dans le maintien de l’intégrité des groupes définis sur la base de l’histoire 

évolutive.  
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Figure I.2 : Forme générale des courbes de probabilité de 
phylogénie montrant un patron polyphylétique, 
paraphylétique ou de monophylie réciproque pour deux 
populations en fonction du temps écoulé depuis le début 
de la divergence en allopatrie. Le temps est représenté en 
fonction de la taille efficace des deux populations, Nf(θ). Le 
scénario représenté ici est un scénario de vicariance, les deux 
populations ayant une même taille efficace. Figure d’après 
Neigel et Avise (1986), cité par Avise (2000). 
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2. Modes de spéciation 

 

 Les modes de spéciation sont traditionnellement classés selon le degré de divergence 

géographique des aires de distribution des taxa en formation, ce qui a l’avantage d’en faciliter 

la représentation graphique (Fig. I.3, Coyne et Orr, 2004). On différencie ainsi la spéciation 

allopatrique, où l’origine des différentes espèces résulte de l’évolution divergente de 

populations qui sont géographiquement isolées l’une de l’autre, de la spéciation 

sympatrique, où des barrières reproductives entre individus évoluent à l’intérieur d’une seule 

et même région géographique. Ces deux modes de spéciation se différencient donc par la 

géographie et par la possibilité de flux de gènes entre les taxa durant le processus de 

spéciation. La spéciation parapatrique est un intermédiaire entre ces deux modes de 

spéciation : dans ce cas, l’isolement reproducteur évolue entre des populations dont les aires 

de distribution sont adjacentes et entre lesquelles les échanges de gènes sont possibles mais 

limités. La spéciation par « divergence avec flux de gènes » regroupe l’ensemble des 

intermédiaires entre spéciation sympatrique et spéciation allopatrique et semble être le 

processus de divergence le plus fréquent, avec la spéciation allopatrique stricte (Fitzpatrick et 

al., 2008). Dans le processus de spéciation allopatrique, on distingue souvent selon la taille 

relative des populations impliquées (Coyne et Orr, 2004) la spéciation par vicariance de la 

spéciation par « bourgeonnement » (également appelée spéciation péripatrique, Funk et 

Omland, 2003, Fig. I.3). Dans le premier cas, l’isolement reproducteur évolue après la 

division de l’aire de distribution d’une espèce en deux nouveaux groupes isolés mais de tailles 

importantes. Dans le second cas, l’un des nouveaux groupes est de taille bien plus réduite que 

l’autre : le plus petit groupe peut être la conséquence de l’isolement géographique d’une petite 

population ou de la migration de quelques individus vers un habitat isolé.  

 Cette définition classique des différents modes de spéciation basée sur la géographie 

est maintenant fortement remise en cause, bien que toujours majoritairement utilisée, et a fait 

l’objet de nombreuses discussions, comme illustré dans les principales revues traitant 

d’évolution (voir notamment Schluter, 2001 ; Kirkpatrick et Ravigné, 2002 ; Rundle et Nosil, 

2005 ; Butlin et al., 2008 ; Fitzpatrick et al., 2008 ; Schluter, 2009). Le premier problème de 

cette classification est qu’elle pose la question de la relativité de la « sympatrie » et de 

l’« allopatrie » en fonction de l’échelle spatiale à laquelle on se situe (Fitzpatrick et al., 2008). 

C’est le cas, par exemple, des espèces qui sont présentes dans une même région géographique 

(sympatrie) mais qui sont adaptées chacune à un type de sol particulier, donc présentant des 
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Figure I.3 : Représentation schématique des modes de spéciation en fonction du contexte 
spatial : spéciation allopatrique (par vicariance et par bourgeonnement), parapatrique 
et sympatrique. Les deux populations sont représentées en vert et en bleu, les individus sont 
symbolisés par des cercles (cercle bicolore : individu hybride). Dans le cas de la spéciation 
sympatrique, les flèches indiquent l’action de la sélection divergente. Une telle sélection peut 
également contribuer à la divergence en allopatrie et en parapatrie, mais n’est pas 
indispensable : l’action de la dérive et l’apparition de mutations peuvent suffire pour qu’il y 
ait évolution d’isolement reproducteur.  
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aires de distribution non chevauchantes à petite échelle spatiale (allopatrie). Un exemple 

souvent cité est le cas des palmiers de l’île Lord Howe, que Savolainen et al. (2006) 

présentent comme un cas de spéciation sympatrique, argumentant que les différents types de 

sol coexistent à une échelle géographique qui est inférieure à la distance de dispersion des 

taxa.  

 Schluter (2001), Rundle et Nosil (2005) ont proposé d’abandonner cette classification 

pour se recentrer sur les forces évolutives qui ont permis l’évolution de l’isolement 

reproducteur et qui contribuent à son maintien. La spéciation écologique est ainsi définie 

comme un processus de spéciation dans lequel la sélection naturelle divergente mène à 

l’évolution d’isolement reproducteur. Alors que la spéciation avec flux de gènes était peu 

considérée dans les années 1970 en comparaison avec la spéciation allopatrique, les travaux 

pionniers réalisés sur les plantes Anthoxanthum odoratum et Agrostis tenuis ont permis de 

montrer que la divergence adaptative pouvait mener à l’évolution de barrières reproductives, 

les pressions de sélection étant ici la présence de fertilisants (A. odoratum : Snaydon, 1970 ; 

Snaydon et Davies, 1976) ou de déchets miniers (A. odoratum et A. tenuis : Antonovics et 

Bradshaw, 1970). Ces travaux, ainsi que ceux plus récents (théoriques : ex : Gravilets, 

2003, et voir pour revue des travaux empiriques et théoriques : Hendry et al., 2007), ont pu 

mettre en évidence le fait que la spéciation écologique peut être un processus rapide, à 

l’échelle de quelques générations, pouvant ainsi être observée « en marche », tandis que la 

spéciation due à l’action de la dérive ou de mutations est généralement plus lente (à 

l’exception de la spéciation par changement chromosomique). L’importance de la divergence 

adaptative dans les processus de spéciation est aujourd’hui largement acceptée par la 

communauté scientifique, comme en témoignent des articles des numéros spéciaux sur la 

spéciation, en cette année anniversaire de Darwin (ex : Evolutionary Ecology de janvier, 

Science du 6 février). Cependant, la sélection divergente comme seule force évolutive semble 

rarement conduire à une spéciation complète (voir pour revue Nosil et al., 2009). L’inférence 

des processus passés reste cependant parfois difficile, notamment pour les processus de 

spéciation anciens (contrairement aux cas d’A. odoratum et A. tenuis).  

 Un deuxième inconvénient posé par la classification des modes de spéciation en 

fonction uniquement du contexte spatial, est que ce contexte peut changer au cours du 

processus de spéciation : l’isolement reproducteur peut évoluer par exemple d’abord en 

allopatrie puis être complété en présence de flux de gènes. Comme évoqué par Butlin et al., 

(2008, Encadré I.1), l’étude du processus de spéciation nécessite de prendre en compte le 

contexte spatial  (influant sur la migration) et les forces évolutives, en y ajoutant l’architecture 
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Encadré I.1 : Modes de spéciation, d’après Butlin et al. (2008) 
 
Etape dans le processus de spéciation : 

 
1) Initiation de l’isolement reproducteur intrinsèque 
2) Augmentation de l’étendue génomique de l’isolement 
3) Isolement reproducteur complet 

 
 
Pour chaque étape :  
 
Quel est le contexte spatial ?  
Position dans un continuum, pouvant être variable au cours du temps 
avec m = taux d’échange de gènes 

Sympatrie (m = 0,5) 
Parapatrie (0 < m < 0,5) 
Allopatrie (m ≈ 0) 

 
Quelle est la force ou quelles sont les forces conduisant à la divergence ?  
Catégories non-exclusives et pouvant interagir entre elles 

Hasard (mutation, hybridation, dérive) 
Sélection naturelle (écologie) 
Sélection sexuelle ou conflit sexuel 

 
Quelle sont les bases génétiques de l’isolement reproducteur ? 
Catégories non-exclusives et pouvant interagir entre elles 

Bases génétiques ou non-génétiques (plasticité, apprentissage) 
Incompatibilité intrinsèque versus mal-adaptation 
Mécanisme à un-gène, un-allèle et deux-allèles 
Avec ou sans restriction de la recombinaison  
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génétique des taxa. Ainsi, une forte sélection divergente est nécessaire pour initier la 

différenciation en présence de flux de gènes substantiels (sympatrie et parapatrie), tandis 

qu’en l’absence de flux de gènes (allopatrie), la divergence peut être causée par la sélection 

(quelle qu’en soit l’intensité) ou par la dérive. Le processus de spéciation peut être long, et 

donc l’importance de ces trois composantes (contexte spatial, forces évolutives, architecture 

génétique) et de leurs interactions peut changer dans le temps. A chaque étape de la 

spéciation, il est possible de déterminer l’importance relative de la mutation, de la dérive, de 

la migration et de la sélection divergente sur l’évolution des barrières reproductives entre 

taxa. La démarche préconisée par Butlin et al. (2008) est présentée dans l’Encadré I.1. 

 

3. Evolution des barrières reproductives 

 

Définitions 

 L’étude de l’importance des différentes barrières d’isolement reproducteur permet 

d’identifier les forces évolutives maintenant l’intégrité des taxa. Une distinction est 

généralement faite entre les barrières reproductives prézygotiques, agissant avant la 

fécondation en diminuant la probabilité de formation d’hybrides, et les barrières 

reproductives postzygotiques, qui agissent après la fécondation sur les génotypes hybrides 

(Encadré I.2). Certaines de ces barrières reproductives sont dites « écologiques », quand la 

sélection naturelle favorise la divergence en agissant dans des directions opposées dans un 

environnement contrasté et fixant ainsi des allèles différents (Schluter, 2001 ; Coyne et Orr, 

2004 ; Rundle et Nosil, 2005). Les barrières dites « non-écologiques » sont celles où la chance 

a joué un rôle important, comme par exemple l’accumulation de différences par dérive, ce qui 

peut mener à de l’isolement par incompatibilité gamétique (forme d’isolement gamétique non-

compétitif, voir Encadré I.2). A la différence des barrières reproductives écologiques 

(extrinsèques), celles non-écologiques (intrinsèques) sont indépendantes de l’environnement 

et se maintiennent lorsque les deux taxa divergents se retrouvent au sein d’un même 

environnement.  

 Les barrières reproductives agissent de façon séquentielle, comme des filtres 

successifs (Encadré I.2) : les barrières postzygotiques ne peuvent limiter que le flux de gènes 

résiduel des barrières prézygotiques. De ce fait, toutes choses étant égales par ailleurs, les 

barrières prézygotiques vont contribuer plus fortement que les barrières postzygotiques à 

l’isolement reproducteur (Ramsey et al., 2003). 
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Encadré I.2 : Barrières reproductives pouvant limiter les flux de gènes entre taxa 
 
Les barrières reproductives sont ordonnées suivant leur ordre séquentiel d’action. Elles peuvent 
être intrinsèques (non-dépendantes de l’environnement, I) ou extrinsèques (dépendante de 
l’environnement, E) ou possiblement intrinsèques et/ou extrinsèques (I/E). D’après Coyne et Orr 
(2004) et Rundle et Nosil (2005). 
 

A. Barrières d’isolement prézygotique, avant la rencontre des gamètes : diminuent la 
probabilité de formation d’hybrides en agissant avant le transfert du sperme ou du pollen 
entre individus de taxa différents. 

a. Isolement écogéographique (ou isolement par l’habitat) (E) : les taxa sont 
présents dans des habitats distincts dans une même région, réduisant la probabilité 
de rencontres interspécifiques (absence de migration entre habitats). 

b. Contre-sélection des immigrants (E) : les taxa montrent des préférences 
héréditaires pour des habitats distincts. Il y a de la migration entre habitats, mais 
les migrants sont contre-sélectionnés car ils sont maladaptés à leur nouvel habitat. 

c. Isolement comportemental (I) : absence d’attraction entre individus de taxa 
différents due à des différences comportementales. 

d. Isolement temporel (ou allochronique) (E/I) : les flux de gènes entre taxa sont 
empêchés car ces taxa se reproduisent à des moments différents, du fait de 
différences environnementales et/ou de différences génétiques. 

e. Isolement par pollinisateur (I/E) : chez les Angiospermes, les flux de gènes entre 
taxa sont réduits par l’attraction différentielle des pollinisateurs. 

f. Isolement mécanique (I) : Copulation ou pollinisation entre taxa empêchée du fait 
de l’incompatibilité des structures reproductives. 

 
B. Barrières d’isolement prézygotique, lors de la rencontre des gamètes : agissent après 

le transfert du pollen ou du sperme mais avant la fécondation.  
a. Isolement comportemental copulatoire : le comportement de l’individu pendant 

la copulation est insuffisant pour assurer la fécondation. 
b. Isolement gamétique non-compétitif (I) : faible transfert, stockage et viabilité 

des gamètes dans les structures reproductives des femelles hétérospécifiques, 
absence d’attraction entre gamètes hétérospécifiques, incompatibilité gamétique 
intrinsèque (la fécondation échoue lorsque les gamètes entrent en contact). 

c. Isolement gamétique compétitif (I) : les gamètes hétérospécifiques ont une 
probabilité plus faible de fécondation lorsqu’il y a possibilité de compétition avec 
des gamètes conspécifiques. 

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

a. Létalité des hybrides, intrinsèque (I) : des problèmes de développement causent 
une létalité partielle ou complète des hybrides, indépendamment de 
l’environnement.  

b. Stérilité des hybrides, intrinsèque (I) : les hybrides sont stériles du fait de 
problèmes lors du développement du système reproducteur ou de la production des 
gamètes, indépendamment de l’environnement. 

c. Contre-sélection des hybrides, extrinsèque (E) : les hybrides se développent 
normalement mais ont une survie plus faible que les individus parentaux car ils ne 
peuvent pas trouver de niche écologique appropriée. 

 



Introduction générale 

27 

Importance des différents types de barrières reproductives : comparaison entre groupes de 

taxa 

 Le nombre et le type de barrières reproductives sont très variables entre taxa, mais des 

tendances générales ont pu être observées. Ainsi, chez les animaux, les barrières 

prézygotiques sont généralement contrôlées par quelques gènes d’effets majeurs dans les 

premières étapes du processus de spéciation, tandis que les barrières postzygotiques sont 

plutôt contrôlées par de nombreux gènes d’effets mineurs qui s’accumulent graduellement 

(Coyne et Orr, 2004). Les taxa de plantes sont typiquement séparés par de multiples barrières 

reproductives avec des effets individuels limités, plutôt qu’une seule barrière reproductive 

d’effet majeur sur la réduction des flux de gènes entre taxa, suggérant que l’isolement 

reproducteur complet est atteint après un nombre important de générations (Rieseberg et 

Willis, 2007 ; Widmer et al., 2009). Cependant, la spéciation par polyploïdie, avec une 

augmentation du nombre de chromosomes, entraîne un isolement reproducteur quasi 

instantané et est fréquemment observée chez les plantes supérieures (Stebbins, 1940 ; voir 

pour revue Soltis et al., 2004 et Rieseberg et Willis, 2007, et notamment le cas de Spartina 

anglica, Ainouche et al., 2004). La spéciation par spécificité de pollinisateur est également 

généralement liée à quelques allèles d’effets majeurs (Ramsey et al., 2003 ; Schemske et 

Bradshaw, 1999 ; Bradshaw et Schemske, 2003). 

 Les études réalisées chez les invertébrés marins montrent que des patrons similaires à 

ceux observés chez les organismes terrestres contribuent à l’isolement reproducteur (ex : Fig. 

I.4). Par exemple chez les moules Mytilus galloprovincialis et M. edulis, l’hybridation est 

limitée par des barrières prézygotiques comme l’isolement écogéographique, l’isolement 

temporel et de l’isolement gamétique ainsi que par des barrières postzygotiques, avec la 

présence d’incompatibilité de Dobzhansky-Muller (DMI, Encadré I.3) (Bierne et al., 2006). 

Malgré une capacité de dispersion importante pendant la phase larvaire planctonique, une 

forte structuration en mosaïque de la zone hybride a été décrite chez ces taxa. Chez les 

macroalgues marines, la majorité des études de spéciation se sont cependant concentrées sur 

la description d’espèces cryptiques, à l’aide de phylogénies et parfois de croisements testant 

l’isolement reproducteur. Des études montrent cependant le rôle dans l’isolement 

reproducteur du système de reproduction chez les espèces de Fucus (ex : Billard et al., 2005 ; 

Engel et al., 2005 ; Coyer et al., 2007) tandis que d’autres suggèrent la présence d’isolement 

temporel chez des algues vertes d’eaux tropicales (Clifton, 1997). La présence de protéines de 

reconnaissance entre gamètes jouant un rôle dans l’isolement reproducteur a également été 

montrée chez les algues rouges Aglaothamnion (Ryu et al., 2004). Ces études d’isolement 
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Figure I.4 : Illustration de barrières reproductives prézygotiques : (A) 
Isolement temporel. Distribution de fréquence de libération des gamètes en 
fonction des heures de la journée pour deux espèces de coraux Montastraea 
annularis et M. franksi : l’isolement temporel limite l’hybridation entre les taxa, 
bien que les gamètes soient compatibles. La viabilité réduite des gamètes et leur 
dispersion contribuent à l’isolement temporel. Les résultats sont consistants entre 
sites (2 sites à Panama et 1 site aux Bahamas). Figure d’après Tomaiulo et al. 
(2007) et Levitan et al. (2004). (B) Isolement gamétique compétitif. Exemple des 
oursins Echinometra oblonga et E. sp. C. : le taux de fécondation interspécifique 
est élevé lorsque du sperme d’une seule espèce est présent (expérience sans choix). 
Lorsque le sperme des deux espèces est mélangé en proportions égales, les œufs 
ont une probabilité 2,5 à 4 fois plus importante d’être fécondés par du sperme 
conspécifique que par du sperme hétérospécifique, montrant que la précédence du 
sperme conspécifique est forte chez ces espèces d’oursins sympatriques. Figure 
d’après Palumbi (2009). 
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Encadré I.3 : Isolement postzygotique intrinsèque 
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Translocation réciproque

Hétérozygotes pour la 
translocation

C.

 

Le modèle d’incompatibilités de Dobzhansky-
Muller (DMI , également appelé modèle de Bateson-
Dobzhansky-Muller) considère que lorsque les taxa 
divergent, des mutations responsables 
d’incompatibilités interspécifiques peuvent 
s’accumuler au sein des génomes des différents taxa 
de manière indépendante. Ces mutations restent 
compatibles avec le génome ancestral mais deviennent 
incompatibles entre elles. Lors d’un contact 
secondaire entre les taxa, les DMI vont alors se 
traduire par une réduction de la valeur sélective des 
hybrides, alors que la valeur sélective des taxa 
parentaux n’est pas affectée. Les DMI sont souvent le 
résultat de mutations sur deux loci (Fig. A) ou plus, 
mais il est possible qu’une seule mutation rende les 
génomes incompatibles (Fig. B). La divergence 
adaptative des taxa à différents environnements peut 
favoriser l’apparition de DMI (Coyne et Orr, 2004).  
 

Réarrangement chromosomique, montrant une perte 
de fertilité pour les hétérozygotes car ils produisent 
50% de gamètes balancés et viables et 50% de 
gamètes « non-balancés » et non-viables (Fig. C).  
L’isolement postzygotique intrinsèque peut également 
être causé par des mutations de plus grande ampleur : 
les réarrangements chromosomiques et la 
polyploïdisation des génomes (Fig. C). Ces 
réarrangements en conditions hétérozygotes, chez les 
hybrides, entraînent souvent des problèmes lors de la 
méiose, causant la stérilité des hybrides, ou lors de la 
recombinaison, augmentant ainsi les DMI (Rieseberg, 
2007, 2001). Des réarrangements chromosomiques ont 
été montrés chez certaines espèces d’animaux et de 
plantes (ex : les translocations robertsoniennes Mus 
musculus domesticus) et les phénomènes de spéciation 
par polyploïdie sont fréquemment observés chez les 
plantes (estimations autour de 30-35% des 
Angiospermes, Rieseberg, 2007), mais il est difficile 
de savoir si ces réarrangements sont à l’origine de la 
spéciation, s’ils contribuent à l’isolement reproducteur 
ou s’ils se sont accumulés alors que la spéciation était 
déjà complète (Coyne et Orr, 2004).  
Figures d’après Rieseberg (2007). 
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reproducteur chez les macroalgues marines sont donc actuellement peu nombreuses, ce qui ne 

permet pas de déterminer les contributions relatives de l’isolement prézygotique et 

postzygotique et d’inférer l’importance des traits du cycle de vie sur les barrières 

reproductives. Une connaissance détaillée de l’importance des différentes barrières 

reproductives est cependant une première étape nécessaire pour ensuite identifier les forces 

évolutives qui favorisent la spéciation et prédire l’issue d’une possible hybridation en cours. 

 . 

 

 

B. Régions d’étude des processus de spéciation : 

intérêt des zones de transition biogéographiques 

 

 

 Les études des processus de spéciation en conditions naturelles peuvent être réalisées 

dans des lieux très variés. Que la spéciation ait été initiée en sympatrie ou en allopatrie, la 

coexistence en sympatrie de nombreuses espèces proches a toujours intéressé les biologistes. 

Un nombre important d’études se sont focalisées sur les mécanismes ayant lieu dans les îles, 

et en particulier dans les archipels. La radiation adaptative – diversification à une variété de 

niches écologiques ayant entrainé des processus de spéciation rapides au sein d’un groupe 

évolutif – est en particulier souvent liée à la colonisation d’un habitat initialement peu peuplé, 

comme des îles océaniques ou des lacs (Gravilets et Losos, 2009). Ces cas particuliers 

permettent d’étudier l’importance de la divergence adaptative dans les processus de 

spéciation. On peut ainsi citer l’exemple de l’archipel d’Hawaii qui abrite environ un tiers des 

espèces mondiales de Drosophila, soit environ 800 espèces, qui semblent descendre d’une 

seule espèce ancestrale ayant colonisé une île actuellement submergée (voir Coyne et Orr, 

2004 pour revue). Ces espèces montrent des différences écologiques importantes et sont 

séparées par un fort isolement reproducteur. 

  

 L’étude des zones de transition peut également permettre d’étudier la spéciation sur de 

nombreux taxa et inférer le rôle de l’histoire, de la géographie et des traits d’histoire de vie 

des espèces dans les processus de spéciation. Différentes terminologies ont été utilisées pour 

définir ces régions. Les zones de transition biogéographiques sont des régions où de 
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nombreuses espèces terminent leur aire de distribution, tandis que les zones de suture sont 

plus spécifiquement des régions géographiques étroites où sont observés de nombreux 

hybrides dans des groupes de taxa très variés (Swenson et Howard, 2005 ; Hewitt, 2001). Le 

point commun entre ces deux patrons consiste dans le fait qu’il s’agit de régions de transition 

entre assemblages de biota majeurs. Les discontinuités phylogéographiques sont quant à 

elles observées à l’échelle intraspécifique, et se caractérisent par la présence au sein d’un taxa 

de deux lignées divergentes, de distributions géographiques contrastées, mais ces lignées ne 

sont pas forcément isolées reproductivement (Avise, 2000). Il a été montré que les 

discontinuités phylogéographiques majeures, les zones hybrides (ou zones de suture) et les 

zones de contact entre espèces-sœurs qui ne s’hybrident pas sont souvent concentrées dans 

des régions géographiques particulières qui peuvent correspondre à des zones de transition 

biogéographiques (Swenson et Howard, 2005 ; Hewitt, 2001 ; Avise, 2000). La concordance 

entre ces différents types de zones de transition est liée au fait que les mêmes facteurs 

historiques peuvent avoir façonné les phylogénies intraspécifiques et les aires de distribution 

des espèces. Ces zones de transition peuvent être la conséquence d’un contact secondaire 

entre taxa ayant divergé en allopatrie, ou correspondre à un changement environnemental 

abrupt (écotone) ayant entraîné une divergence en parapatrie. 

 

 En Amérique du Nord, une concordance géographique entre plusieurs zones hybrides 

et zones de contact entre espèces-sœurs a été montrée au niveau de la zone de transition 

biogéographique située entre la péninsule de Floride et le continent américain chez les taxa 

terrestres (Avise, 2000). Chez les animaux marins, la péninsule de Floride constitue 

également une zone de transition biogéographique, entre la province biogéographique de 

l’Atlantique, avec des taxa d’eaux tempérées, et celle du Golfe du Mexique, avec des taxa 

d’eaux tropicales. La concordance entre limites d’aires et présence d’une discontinuité 

phylogéographique marquée chez plusieurs taxa marins ayant des traits d’histoire de vie 

variés suggère que certains facteurs historiques ont influencé de manière similaire la 

distribution de ces espèces ainsi que leur architecture génétique. Ces facteurs historiques 

semblent être liés aux cycles glaciaires-interglaciaires s’accompagnant de variations du 

niveau des mers et de la température de l’eau. A ces processus historiques s’ajoutent les 

conditions écologiques actuelles qui influencent la distribution des lignées, avec la présence 

de masses d’eaux chaudes et froides de part et d’autre de la zone de transition. 
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 Les études dans les zones de transition biogéographiques suggèrent que la spéciation 

allopatrique est largement majoritaire en milieu marin et que ces régions sont principalement 

des régions de contact secondaire. Les barrières passées à la dispersion peuvent être d’origine 

multiple et sont souvent liées aux variations de la hauteur de l’eau lors des cycles glaciaires-

interglaciaires, provoquant l’apparition de terres émergées et modifiant les isothermes de 

température. C’est le cas dans l’Atlantique Nord, en Floride, en Basse Californie et au niveau 

du Détroit de Bass entre la Tasmanie et l’Australie (Maggs et al., 2008 ; Avise, 2000 ; 

Dawson, 2001 ; Waters, 2008). D’autres barrières passées aux flux de gènes sont moins 

évidentes et sont liées à la courantologie (ex : Californie) et/ou à des différences de 

température marquées entre masses d’eaux (ex : Afrique du Sud) (Dawson, 2001 ; Teske et 

al., 2008). Les conséquences évolutives des barrières à la dispersion dépendent à la fois de la 

persistance temporelle et spatiale de la barrière à la dispersion (ex : barrière totale : Isthme de 

Panama, ou « barrière poreuse » : Afrique du Sud).  

 

 Par une approche multidisciplinaire, alliant biologie moléculaire et écologie ainsi que 

géographie historique, l’étude des zones de transition biogéographiques permet de relier 

l’histoire d’un taxa particulier et la présence d’un évènement de spéciation à l’histoire d’une 

région particulière. Tandis que les différences écologiques passées et actuelles entre régions 

biogéographiques peuvent agir comme pression de sélection divergente, la présence d’une 

barrière passée à la migration peut avoir favorisé une divergence en allopatrie entre les taxa 

isolés. En milieu marin, les zones de transition biogéographiques ont été principalement 

étudiées dans l’objectif de reconstituer l’histoire évolutive d’un groupe d’espèces en fonction 

des facteurs géographiques par une approche de phylogéographie ou de phylogénie. La 

présence de nombreuses espèces cryptiques a ainsi été décrite chez les animaux marins, et 

dans les trois règnes d’algues : Phaeophyceae (algues brunes), Rhodophyceae (algues rouges) 

et Chlorophyceae (algues vertes) (Knowlton, 2000). Par rapport au milieu terrestre, les études 

de l’isolement reproducteur en milieu marin, soit dans les zones de contact soit dans les zones 

hybrides, sont limitées à très peu d’organismes modèles, principalement invertébrés (zone 

hybride en mosaïque des moules Mytilus galloprovincialis et M. edulis, liée à un contact 

secondaire entre taxa ayant divergé en allopatrie (Bierne et al., 2006), et sont pratiquement 

inexistantes chez les algues. Ces zones sont pourtant de véritables « laboratoires naturels », 

pour l’étude des processus de spéciation en cours (Hewitt, 1988).  
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 Afin d’identifier les facteurs évolutifs et écologiques qui peuvent mener à des 

évènements de spéciation en milieu marin et chez les algues brunes en particulier, je me suis 

intéressée à une zone de transition biogéographique localisée dans le Pacifique sud-est. La 

région d’étude, et l’hémisphère Sud en général, ont fait l’objet de peu d’études de 

phylogéographie, en comparaison avec l’hémisphère Nord (Beheregaray, 2008). Dans les 

deux parties suivantes, je présenterai les connaissances relatives à la région d’étude et aux 

espèces modèles.  

 

 

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

 

 La région d’étude, localisée entre 16°S et 42°S le long des côtes péruviennes et 

chiliennes, se caractérise par la présence d’une zone de transition biogéographique dont 

l’importance est discutée par les biogéographes. Tandis que l’histoire de la région est mal 

connue et qu’il est difficile d’expliquer l’origine de cette zone de transition, la concordance 

entre patrons d’abondance, de recrutement et de reproduction avec les limites d’aires de 

nombreuses espèces suggère la présence de facteurs environnementaux externes contribuant 

au maintien de cette discontinuité. 

 

1. Caractéristiques des côtes chiliennes et péruviennes 

 

 Le système du Courant de Humboldt est l’un des écosystèmes marins les plus 

productifs au monde. Il s’étend le long des côtes chiliennes et péruviennes, depuis l’île de 

Chiloé (41-43°S) jusqu’à la frontière Pérou-Equateur (4°S) (Fig. I.5). Nous nous intéresserons 

plus particulièrement à la région située entre 16°S et 42°S. Ce système du Courant de 

Humboldt se caractérise par un flux prédominant des eaux de surface d’origine subantarctique 

en direction de l’équateur et par la présence de zones de résurgence d’eaux de sous-surface 

froides (upwellings). Autour de 42°S, la « Dérive de l’Ouest » se sépare en deux courants, le 

Courant de Humboldt vers le nord et le Courant du Cap Horn vers le sud (Fig. I.5). Les 

caractéristiques climatiques et océanographiques des côtes chiliennes et péruviennes seront ici 

résumées (pour revue, voir Montecino et al., 2006 et Thiel et al., 2007). 
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Figure I.5 : Principales caractéristiques physiques des côtes tempérées 
Pacifiques d’Amérique du Sud : topographie (A), climats (B) et systèmes de 
courants (C). 
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 Trois principales régions climatiques peuvent être distinguées le long des côtes 

chiliennes (Fig. I.5) et dépendent de l’influence relative de l’anticyclone du Pacifique Sud et 

des vents d’ouest. Au nord de 30°S, le climat est semi-aride à aride, et sous l’influence 

permanente de l’anticyclone du Pacifique Sud. Entre 38°S et 56°S, le climat est tempéré, avec 

une pluviosité toute l’année sous l’influence des vents d’ouest. Entre 30°S et 38°S, la 

saisonnalité est plus particulièrement marquée, dépendant de la variation latitudinale de la 

zone d’influence des vents d’ouest, apportant des précipitations en hiver, et de l’anticyclone 

du Pacifique Sud, provoquant des sécheresses estivales.  

 La température de surface de l’eau (SST) montre un gradient latitudinal qui est 

considérablement moins prononcé que pour des latitudes similaires dans d’autres régions du 

monde (Latorre et al., 2007 ; Fig. I.6). Le long de la côte chilienne, les résurgences sont 

faibles mais constantes au nord de 30°S, tandis qu’elles sont fortes mais saisonnières entre 

30°S et 41°S. Ce phénomène de résurgence (upwelling) est provoqué par les vents soufflant 

en direction de l’équateur permettant la remontée d’eaux de sous-surface, plus froides et 

riches en nutriments. Les principaux centres de résurgence identifiés le long des côtes 

chiliennes sont Antofagasta (23°S), Coquimbo (30°S, plus précisément la Punta Lengua de 

Vaca) et Concepción (37°S) (Fig. I.6). Ces zones se caractérisent par un changement abrupt 

de l’orientation de la côte, favorisant les résurgences. Bien que le courant de Humboldt soit 

globalement orienté vers le nord, le relâchement des vents favorables aux résurgences peut 

être suivi par une inversion temporaire des courants de surface côtiers, en direction du sud 

(Thiel et al., 2007). 

 Aux variations saisonnières s’ajoutent des variations interannuelles liées aux 

évènements d’ENSO (El Niño Southern Oscillation). Le phénomène climatique global ENSO 

se présente sous la forme de deux périodes ayant des effets contrastés : La Niña et El Niño 

(Trenberth, 1997). Sur la côte ouest de l’Amérique du Sud, le phénomène El Niño se 

caractérise par l’arrivée d’eaux chaudes (température de surface de l’eau 3 à 5°C supérieure à 

la normale) et pauvres en nutriments, une élévation du niveau de la mer allant jusqu’à 20 cm, 

un affaiblissement des résurgences côtières et une pluviosité supérieure à la normale sur le 

continent (Fernandez et al., 2000). La Niña correspond au phénomène inverse, avec une 

intensification des résurgences côtières et un climat aride sur le continent. Les évènements de 

type ENSO sont un élément important du climat depuis au moins 130 000 ans (Tudhope et al., 

2001) avec une activité continue, bien que variable depuis 7 000 ans (Moy et al., 2002). La 

fréquence et la sévérité du phénomène, ainsi que son extension vers le sud, varient et ne sont 

pas prédictibles. Les périodes d’anomalies négatives (El Niño) peuvent persister pendant 6 à 
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Figure I.6 : Caractéristiques thermiques des côtes chiliennes. (A) Variation 
latitudinale de la température de surface de l’eau (SST) moyenne, (B) Principaux 
sites de résurgence : permanents (flèches grises) et occasionnels (ligne grise). Les 
localités fréquemment mentionnées dans le texte sont indiquées en encadré. (C) 
Régions définies selon les régimes de résurgence. Figure d’après Fernandez et al. 
(2000) et Thiel et al. (2007). 
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18 mois et sont parfois suivies de périodes La Niña. Tandis que le nord du Chili et le Pérou 

sont régulièrement affectés par El Niño, certains évènements sont ressentis également plus au 

sud avec des augmentations de température jusqu’à Concepción (36°S, Graco et al., 2006) et 

des conséquences possiblement perçues jusqu’en Antarctique (Turner, 2004). Les 

changements climatiques liés à ENSO ont des conséquences sur les êtres vivants terrestres et 

marins (Holmgren et al., 2001 ; Castilla et Camus, 1992). Notamment, la limite d’aire de 

répartition d’une espèce peut être modifiée par les évènements El Niño, comme c’est le cas 

dans l’hémisphère Nord, pour l’algue brune géante Macrocystis pyrifera (Hernandez-

Carmona et al., 2001).  

 

 Les caractéristiques océanographiques actuelles de la côte chilienne sont le résultat de 

processus qui ont débutés avec l’ouverture du passage de Drake (entre les océans Atlantique 

et Pacifique) et l’origine du système du Courant de Humboldt, évènements qui semblent avoir 

eu lieu durant l’époque Tertiaire (entre -35 et -1,6 millions d’années selon les auteurs, voir 

pour revue Camus, 2001). Les conditions climatiques et de température de l’eau ont montré 

des fluctuations importantes depuis l’instauration de ce système, avec des patrons complexes 

de variation latitudinale de la zone d’influence des vents d’ouest (ex : Lamy et al., 2001 ; pour 

revue voir Camus, 2001 et Latorre et al., 2007). Les avancées et retraits successifs des 

glaciers entre 41°S et 56°S, liés aux périodes glaciaires et interglaciaires, ainsi que les 

mouvements tectoniques ont fortement affecté la géomorphologie de cette région, 

actuellement composée de nombreux fjords et îles. Durant le dernier maximum glaciaire, cette 

région était recouverte de glace, à l’exception de la partie orientale de la Terre de Feu (55°S) 

et de la partie nord-ouest de l’île de Chiloé (41°S) (Hulton et al., 2002, Fig. I.7). Cette 

situation contraste avec celle de la côte située au nord de 40°S, qui n’a pas été affectée 

directement par l’avancée des glaciers lors du Pléistocène. Cependant, les variations du 

niveau des mers, des précipitations, et des températures de l’eau et de l’air semblent avoir 

provoqué des modifications importantes des biotas dans cette région (Kim et al., 2002 ; 

Romero et al., 2006). Ces changements auraient été complexes, comme le suggèrent les 

registres fossiles étudiés dans la zone de 23°S et datés de 400 000 ans, montrant la présence à 

la fois d’espèces tropicales et d’espèces d’eaux tempérées froides (Ortlieb et al., 2003). 

 

 La zone autour de 41-43°S (île de Chiloé) correspond donc à la fois à une forte 

discontinuité environnementale (fjords vs. côte linéaire), à une barrière physique maintenue 

par la séparation du courant de Humboldt et du courant du Cap Horn et à la limite nord de la 
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Figure I.7 : Zone recouverte 
par les glaces lors du 
dernier maximum glaciaire 
le long des côtes chiliennes. 
Figure d’après Hulton et al. 
(2002).  
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couche de glace lors du dernier maximum glaciaire (Hulton et al., 2002). Au contraire, dans la 

région d’étude, entre 16°S et 41°S, aucune discontinuité majeure n’est observée, que ce soit 

pour des critères topographiques, océanographiques ou historiques. Des différences actuelles 

existent mais sont présentes sous la forme de gradient sans discontinuité abrupte : ces 

gradients concernent en particulier la température de l’eau, les précipitations, l’influence des 

évènements ENSO ainsi que l’importance et la saisonnalité des résurgences.  

 

 

2. Biogéographie des côtes chiliennes 

 

 De nombreuses études de biogéographie ont été publiées sur les patrons de distribution 

des groupes floristiques et faunistiques marins le long des côtes tempérées Pacifiques 

d’Amérique du Sud (voir pour revue : Camus, 2001 ; Fernandez et al., 2000 ; et Thiel et al., 

2007). En 2001, Camus a proposé trois unités biogéographiques majeures : (i) la Province de 

Magellan (PM) au sud, dominée par des espèces subantarctiques et antarctiques, (ii) la 

Province Péruvienne (PP) au nord, dominée par des espèces subtropicales et tempérées et 

(iii) une Aire Intermédiaire (AI)  au centre, caractérisée par une diminution des espèces 

subtropicales et subantarctiques au nord et au sud, respectivement, plutôt que par une 

superposition des biotas (Camus, 2001, Fig. I.8). Deux zones de transition biogéographiques 

séparent ces unités spatiales : l’une située entre 40°S et 42°S et l’autre, de moindre 

importance, située entre 30°S et 33°S. Par la suite, ces deux zones de transition 

biogéographiques seront appelées transition 42°S et transition 30°S, respectivement. 

 La discontinuité biogéographique 42°S est située au niveau de l’île de Chiloé et 

correspond à la séparation entre deux environnements qui diffèrent quant à leurs 

caractéristiques physiques, océanographiques et historiques, comme vu précédemment (Fig. 

I.5-8). Cette discontinuité biogéographique se retrouve presque systématiquement chez tous 

les taxa : invertébrés benthiques, poissons côtiers (Fernandez et al., 2000 ; Ojeda et al., 2000) 

ainsi que dans les trois règnes d’algues marines (Meneses et Santelices, 2000). 

En revanche, la zone de transition 30°S n’est pas observée systématiquement pour tous 

les taxa et sa délimitation géographique est plus floue (30-33°S). Ainsi, la discontinuité se 

trouverait aux alentours de 30°S chez les Phaeophyceae, entre 32°S et 33°S pour les 

Rhodophyceae, mais elle serait absente chez les Chlorophytes (Meneses et Santelices, 2000). 

Chez les invertébrés benthiques, la localisation géographique de la zone de transition 
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Figure I.8 : Régions biogéographiques décrites le long des 
côtes chiliennes. Les zones de transition biogéographiques 
entre régions sont représentées par des lignées pointillées. 
Figure d’après Camus (2001). 
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biogéographique varie selon les auteurs et les taxa, mais est généralement située entre 30°S et 

33°S (Thiel et al., 2007). Il est intéressant de noter qu’une zone de transition marquée située 

autour de 29-30°S a été décrite également pour la flore terrestre (Villagrán et Hinojosa, 2005), 

séparant la flore méditerranéenne et tempérée-humide au sud, de la flore xérophyte des zones 

semi-désertiques et hyperarides au nord. L’aridité au nord est due à la présence permanente de 

l’anticyclone du Pacifique Sud et à l’effet de barrière des Andes pour les vents venant de l’est 

(Amazonie). 

 

3. Zone de transition 30°S : facteurs historiques et contemporains 

 

 Une étude des patrons d’abondance des groupes fonctionnels et trophiques a montré 

que la zone de transition 30°S (entre 30°S et 33°S) est perçue différemment selon les groupes 

(Broitman et al., 2001) : tandis qu’aucun patron clair n’est observé pour certains groupes (ex : 

Cirripèdes), d’autres groupes montrent un léger gradient latitudinal d’abondance (ex : algues 

éphémères) et d’autres un changement abrupte à 31-32°S (moules). Chez les moules 

(Perumytilus purpuratus) et certaines espèces de cirripèdes (cirripèdes chtamaloïdes : Jehlius 

cirratus et Notochtamalus scabrosus), une discontinuité dans les patrons de recrutement a 

ensuite été montrée, autour des latitudes 32-33°S (Navarrete et al., 2002 ; Navarrete et al., 

2005). Chez les algues, certaines espèces de Rhodophytes traversent cette zone de transition 

mais ne complètent pas leur cycle de vie au sud de cette latitude, sans doute à cause des 

basses températures des résurgences durant l’été (Acuña et al., 1988). Cette zone de transition 

biogéographique semble donc être aussi une zone de transition écologique, perçue par 

différents organismes (invertébrés et algues) : soit parce qu’ils y terminent leur aire de 

distribution, soit parce qu’ils y montrent une discontinuité démographique (recrutement, 

abondance et reproduction).  

 Les deux régions biogéographiques PP et AI ne sont donc pas séparées par une 

discontinuité environnementale marquée aux alentours de 30°S, mais par la présence d’un 

gradient s’étirant entre 30 et 33 degrés de latitude sud. Parmi les facteurs environnementaux, 

le plus marqué est la différence dans les régimes de variation des résurgences (Fig. I.6) : 

tandis que les résurgences sont permanentes et faibles dans la région PP, elles sont fortes mais 

saisonnières dans la région AI (Mackas et al., 2006). Les autres facteurs, comme la 

température de surface de l’eau et l’influence des évènements ENSO, forment un gradient 

entre 18°S et 42°S, sans discontinuité importante (Thiel et al., 2007). 
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 Une étude récente de phylogéographie concernant le gastéropode Concholepas 

concholepas a montré que cette espèce traverse non seulement la zone de transition située à 

30°S mais également celle localisée à 42°S sans montrer aucune discontinuité génétique 

(Cárdenas et al., 2009). Cet organisme se caractérise par une capacité de dispersion 

importante, avec une durée de vie larvaire supérieure à trois mois. Ces résultats sont donc en 

accord avec l’observation que chez les organismes marins, la structuration génétique est 

souvent corrélée négativement avec la capacité de dispersion (Kinlan et al., 2005). Les 

auteurs suggèrent cependant que le patron phylogéographique observé serait lié à un 

évènement d’expansion démographique datant de 400 000 ans, qui aurait pu « effacer » la 

structuration phylogéographique préexistante. Afin d’inférer l’histoire de la région, il 

apparaissait donc particulièrement intéressant de confronter cette étude à celles d’espèces 

ayant une plus faible capacité de dispersion.  

 Dans ce travail de thèse, les espèces de macroalgues brunes Lessonia nigrescens et 

Lessonia trabeculata ont été choisies pour leur faible capacité de dispersion : ces espèces 

sont plus susceptibles de montrer un signal phylogéographique correspondant à la zone 

de transition biogéographique 30°S que l’espèce C. concholepas. Les deux espèces de 

Lessonia se différenciant principalement par l’habitat (intertidal et subtidal), la comparaison 

des patrons phylogéographiques permettait d’inférer le rôle de l’habitat dans la perception de 

cette zone de transition. Dans un deuxième temps, la présence de deux espèces cryptiques au 

sein de L. nigrescens en a fait un bon modèle pour étudier les processus de spéciation chez les 

algues brunes.  

 

D. L’espèce modèle : Lessonia nigrescens, et l’espèc-

sœur Lessonia trabeculata 

1. Choix de l’espèce modèle 

L’espèce modèle principale de mes travaux de thèse a été le taxa Lessonia nigrescens. 

Cependant, l’espèce-sœur Lessonia trabeculata a été considérée comme élément de 

comparaison. Ces taxa étant co-distribués dans la région d’étude et leur distinction 

taxonomique étant relativement récente (1986), il est apparu important de considérer 

également L. trabeculata dans l’étude des processus de spéciation. 

 Lessonia nigrescens Bory et Lessonia trabeculata Villouta et Santelices sont deux 
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Encadré I.4 : Présentation des espèces modèles : Lessonia nigrescens et Lessonia trabeculata 
 
Taxonomie  
Division : Chromophyta  Famille : Lessoniaceae 
Classe : Phaeophyceae    Espèces : Lessonia nigrescens Bory 
Ordre : Laminariales       Lessonia trabeculata Villouta et Santelices 
 
Noms communs :  L. nigrescens : huiro negro, chascón 
   L. trabeculata : huiro palo 
 
Genre des Lessonia : Lessonia est le seul genre de Laminariales qui soit présent uniquement dans 
l’hémisphère Sud (Cho et al., 2006). Le nombre exact d’espèces reste incertain, notamment en ce 
qui concerne les espèces habitant les îles subantarctiques et la pointe sud du continent américain, 
du fait de la variabilité morphologique importante dans ce genre et du nombre restreint d’études 
réalisées dans ces régions. En Amérique du Sud, la dernière révision taxonomique réalisée avant le 
début de cette thèse faisait état de quatre espèces : L. nigrescens Bory, L. trabeculata Villouta et 
Santelices, L. flavicans Bory et L. vadosa Searles (Villouta et Santelices, 1986).  
 
Critères de reconnaissance entre les deux espèces : Dans la région d’étude (16-42°S), seules L. 
trabeculata et L. nigrescens sont présentes (Fig. I.10). D’après Villouta et Santelices (1986), les 
deux caractères les plus importants séparant ces deux espèces sont la présence de trabecules dans le 
tissu cortical des frondes et des stipes et une différence dans la morphologie du disque, plus massif 
et irrégulier chez L. trabeculata que chez L. nigrescens. Dans les populations naturelles, il est 
généralement possible de distinguer L. nigrescens de L. trabeculata par la couleur des frondes 
(brun vs. vert-noir) et par la morphologie des frondes, bien que dans certains sites particuliers la 
distinction soit parfois difficile (obs. pers.). 
 
Habitats : Les deux espèces sont spécifiques de l’habitat rocheux exposé à semi-exposé. L. 
nigrescens est considérée comme une espèce de l’intertidal bas (-1 à +1m), tandis que L. 
trabeculata est présente généralement dans le haut de l’étage subtidal (jusqu’à 30 m de profondeur) 
mais peut être observée également dans l’étage intertidal (Villouta et Santelices, 1986 et obs. 
pers.). 
 
Traits d’histoire de vie : Les deux espèces de Lessonia étudiées présentent un cycle de reproduction 
haplo-diploide hétéromorphique, se caractérisant par l’alternance d’une phase haploïde 
microscopique, le gamétophyte, et d’une phase diploïde macroscopique, le sporophyte (Fig. I.12). 
Les sporophytes peuvent atteindre jusqu’à 6 mètres de longueur et sont constitués de trois 
éléments : le disque de fixation, les stipes et les frondes. La croissance s’effectue au niveau de la 
zone méristématique située entre le stipe et la fronde. Cette zone se divise de façon dichotomique 
au cours de la croissance, ce qui entraîne une augmentation du nombre de stipes et de frondes. Les 
disques d’individus proches peuvent fusionner lors de la croissance, rendant difficile 
l’identification des différents individus sur le terrain. Le nombre de stipes et de frondes par disque 
est variable, allant parfois jusqu’à plus de 50 stipes au niveau du disque, chaque stipe étant ramifié 
et pouvant avoir plus d’une centaine de frondes. Les tissus végétatifs des frondes peuvent passer à 
l’état reproductif et produire des spores, les tissus reproductifs et végétatifs n’étant pas 
spatialement séparés. Le nombre de frondes matures et la surface représentée par les sores sont 
variables selon les saisons, les sites et les individus. Les sporophytes peuvent survivre plusieurs 
années (au moins plus de 5 ans), bien que des suivis démographiques seraient nécessaires pour 
estimer correctement les paramètres démographiques des espèces, tels que la survie, l’âge à la 
maturité ou le taux de recrutement. 
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espèces de macroalgues brunes dominant l’habitat rocheux du Pacifique sud-est (Encadré I.4 

et Fig. I.9). Ces deux espèces diffèrent par leur habitat, respectivement intertidal et subtidal, et 

par leur aire de distribution (Fig. I.10) : L. trabeculata est présente entre 12°S et 40°S (île de 

Chiloé), tandis que L. nigrescens s’étend de 17°S à 56°S (Cap Horn) (Ramírez et Santelices, 

1991 ; Searles, 1978). Cependant, des doutes concernant la limite nord de la distribution des 

deux espèces existent car elle semble reculer vers le sud sous l’effet des évènements ENSO 

(Martínez et al., 2003 ; Peters et Breeman, 1993 ; Castilla et Camus, 1992), et des 

interrogations subsistent quant à la présence ou l’absence de chacune des deux espèces dans le 

nord du Chili et au Pérou central (Villouta et Santelices, 1986). Etant donné les connaissances 

actuelles, L. trabeculata et L. nigrescens semblent donc différer dans leur perception de la 

zone de transition biogéographique 42°S puisque, contrairement à l’espèce intertidale, L. 

trabeculata trouve sa limite sud dans cette zone. En revanche, aucune des deux espèces ne 

semble percevoir les discontinuités environnementales de la zone de transition 

biogéographique 30°S.  

2. Importance écologique et économique de ces espèces 

 

 Les Lessonia sont considérées comme des espèces ingénieurs (sensu Jones et al., 

1994) jouant un rôle majeur dans la structuration des étages intertidal et subtidal rocheux 

exposés et semi-exposés (Hoffman et Santelices, 1997). Les Lessonia spp. forment de 

véritables forêts (sensu Steneck et al., 2002) qui sont des zones d’habitat et de recrutement 

pour de nombreuses espèces d’invertébrés (voir par exemple Vásquez et Santelices, 1984 et 

Cancino et Santelices, 1984). Ce sont également les principaux producteurs primaires par leur 

biomasse et sont à la base de la chaîne alimentaire de l’habitat rocheux des côtes chiliennes.  

 Ces espèces ont également une forte importance économique, servant à produire des 

alginates, polysaccharides qui sont notamment inclus dans la nourriture, les cosmétiques et les 

peintures (Encadré I.5). La récolte de Lessonia au Chili se fait de deux façons : en ramassant 

les individus échoués sur les plages ou en extrayant directement les individus des populations 

naturelles (Fig. I.11). 

3. Traits d’histoire de vie des deux espèces 

 

 Les processus historiques et contemporains qui sont à l’origine de la distribution de la 

diversité génétique sont étroitement liés aux traits d’histoire de vie. Ainsi, la capacité de 
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Figure I.9 : Individus adultes de L. nigrescens (A) et de L. trabeculata (B). Ces 
thalles mesurent entre un et trois mètres. 

Figure I.10 : Aires de distribution des espèces de Lessonia reconnues en Amérique 
du Sud. La limite nord de l’aire de distribution de L. nigrescens et de L. trabeculata 
n’étant pas clairement définie (voir texte), l’aire de distribution est représentée par une 
ligne discontinue dans cette région. La localisation des deux zones de transition 
biogéographiques est indiquée par des flèches. 

A. B.

Photo : C. Destombe Photo : J. Vásquez
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Encadré I.5 : Importance économique de Lessonia nigrescens et Lessonia trabeculata 
 

La récolte des macroalgues brunes chiliennes représente 10% de la récolte mondiale et 
est constituée à 90% par L. nigrescens et L. trabeculata, soit respectivement 162 000 et 27 000 
tonnes en 2006 (source : SERNAPESCA). Les Lessonia spp sont principalement utilisées 
comme source d’alginates, polysaccharides qui sont notamment inclus dans la nourriture, les 
cosmétiques et l’industrie pharmaceutique. L’industrie des ormeaux, nécessitant des individus 
fraichement récoltés, reste pour l’instant marginale pour Lessonia spp, Macrocystis spp étant 
la principale source d’alimentation pour ces cultures (Vásquez, 2008). 

L’extraction de Lessonia spp par les pêcheurs-collecteurs artisanaux s’effectue de deux 
façons : (i) par le ramassage des individus qui se sont détachés naturellement et sont échoués 
sur les plages, et (ii) par l’extraction directe d’individus dans les populations naturelles en 
coupant le disque de l’individu ou en coupant les stipes. Alors que le ramassage d’individus 
échoués est une pratique ancienne, l’extraction directe des individus augmente depuis la fin 
des années 90, suite à la pression des marchés internationaux des alginates (Vásquez, 2008). 
La culture de Lessonia spp, et en particulier de L. trabeculata, a fait l’objet d’études (Edding, 
et Tala, 2003) mais reste difficile à mettre en œuvre. 

La récolte de Lessonia spp s’effectue principalement entre 26°S et 32°S (Région 
d’Atacama et Région de Coquimbo), ce qui s’explique par les conditions climatiques arides 
qui permettent le séchage des algues. La récolte est limitée plus au nord par l’impact des 
évènements ENSO sur les populations de Lessonia, conduisant à des extinctions locales de 
populations. 

Le système des Aires de Gestion et d’Exploitation des Ressources Benthiques (Areas de 
Manejo y Explotación de Recursos Bentónicos), particulier au Chili, consiste à définir un plan 
de gestion durable des ressources benthiques spécifique à une zone géographique donnée en 
établissant un accord entre les pêcheurs, organisés en syndicats locaux, et les autorités. Ces 
plans de gestion concernent généralement des espèces d’invertébrés à forte valeur 
commerciale, mais peuvent inclure les espèces de Lessonia comme espèce principale ou 
secondaire. L’augmentation de l’extraction directe a cependant amené les autorités chiliennes 
à déclarer une interdiction de la récolte de Lessonia hors des Aires de Gestion pour une 
période de temps indéterminée depuis 2005 (SERNAPESCA). Les études scientifiques 
recommandent de prendre en compte spécifiquement les kelps, Macrocystis spp et Lessonia 
spp, dans les plans de gestion et d’inclure des règles pour l’extraction directe des individus 
dans les populations naturelles, afin de permettre le recrutement et le renouvellement des 
populations (Vásquez, 2008).  

A. B.

C. Figure I.11 : Récolte de L. nigrescens et L. trabeculata. Les 
algues échouées sur la plage ou récoltées par extraction directe 
sont d’abord mises à sécher (A) puis empaquetées (B) avant 
d’être vendues à un intermédiaire (C). Les algues sont ensuite 
transformées en poudre, dont une grande proportion sera 
exportée vers la Chine, le Japon ou l’Europe (en particulier 
vers la France), avant l’extraction des alginates.  
L’algue au premier plan sur la photo A mesure environ deux mètres de 
longueur, les fagots sur la photo B sont d’environ 1m x 50 cm. 



Introduction générale 

47 

dispersion et la démographie des populations permettent de faire des hypothèses sur les 

patrons phylogéographiques des espèces étudiées. D’autre part, une connaissance des 

caractéristiques du cycle de vie est essentielle pour déterminer les barrières reproductives qui 

contribuent au maintien de l’intégrité des taxa. Dans cette partie, les connaissances actuelles 

des traits d’histoire de vie de ces deux espèces seront présentées. 

 

Caractéristiques générales du cycle de vie 

 Comme les autres espèces de Laminariales, L. nigrescens et L. trabeculata ont un 

cycle de vie haplo-diploïde hétéromorphe, avec une phase diploïde macroscopique (le 

sporophyte) et une phase haploïde microscopique (le gamétophyte) (Fig. I.12). Ces espèces 

sont dioïques : les organes mâles et femelles se développent sur des individus 

gamétophytiques distincts. La libération des gamètes mâles et leur attraction se fait par 

l’intermédiaire de phéromones produites par le gamétophyte femelle (Lünning et Müller, 

1978). Les phéromones étant produites en petites quantités, l’effet d’attraction des gamètes 

mâles semble limité à de très courtes distances, décrites comme inférieures au millimètre 

(Boland, 1983, cité par Reed et al., 2005). Le jeune sporophyte obtenu après fécondation 

germe in situ, sur le gamétophyte femelle sans phase de dispersion. Lorsque le sporophyte est 

mature, des méïospores biflagellées sont produites au niveau des frondes (sores) et, dans le 

cas de L. nigrescens, relativement fréquemment au niveau des stipes (Venegas et al., 1992). 

Ces spores, libérées dans la colonne d’eau, semblent en général avoir une durée de vie 

relativement courte, inférieure à 24 h (E. Martínez, com. pers.). 

 

Une capacité de dispersion limitée 

 La principale phase de dispersion des Laminariales s’effectuerait donc par 

l’intermédiaire des spores, plutôt que par l’intermédiaire des gamètes. Cette dispersion semble 

largement déterminée par les vagues et les courants, avec une forte proportion de spores 

germant à proximité des parents (Gaylord et al., 2002 ; Reed et al., 2005, mais voir discussion 

de Billot et al., 2003 et Kusumo et al., 2006 en utilisant des marqueurs moléculaires). La 

distance de dispersion des spores semblerait liée à la morphologie des espèces et en particulier 

à la stratégie de dispersion « distale » ou « proximale » : les espèces dont les structures 

reproductives sont situées à la base de l’individu (« proximales ») semblerait montrer une plus 

faible dispersion des spores que les espèces dont les structures reproductives sont situées à 

l’extrémité des frondes (« distales », Billot et al., 2003). Les espèces distales, comme 

Laminaria digitata et Pelagophycus porra, montrent ainsi des distances de dispersion allant 
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Figure I.12 : Cycle de vie haplo-diploïde hétéromorphe des espèces du genre Lessonia. Photos : 
L. nigrescens. Le cycle comporte une phase haploïde microscopique (gamétophyte) et une phase 
diploïde macroscopique (sporophyte). Le sporophyte produit par méiose des spores au niveau de 
frondes. Ces spores sont libérées dans la colonne d’eau et constituent sans doute la principale 
structure de dispersion. La germination des spores sur la roche produit deux types de gamétophytes, 
mâles et femelles. La dispersion des gamètes mâles peut être considérée comme une étape de 
dispersion, mais elle s’effectue probablement sur de faibles distances (inférieure au millimètre) : la 
fusion avec le gamète femelle est dépendante de l’effet de phéromones. Le sporophyte se développe 
directement sur le gamétophyte femelle. La possibilité de parthénogénèse existe en conditions de 
laboratoire, et on suppose qu’elle est le résultat d’une endoduplication du génome. Cependant, la 
parthénogénèse n’a pas encore été démontrée en conditions naturelles (flèche en pointillés). 
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jusqu’à quelques kilomètres, tandis que cette distance est de quelques mètres pour les espèces 

proximales Alaria marginata et Postelsia palmaeformis (voir pour revue Billot et al., 2003 et 

Kusumo et al., 2006).  

  La dispersion entre habitats favorables s’effectue probablement par la dérive 

d’individus reproducteurs détachés de la roche et emmenés par les courants. L’importance de 

ce mode de dispersion par rapport à la dispersion par les spores paraît être dépendante de la 

capacité de flottaison des thalles. En particulier, la présence de structures de flottaison 

remplies d’air favorise la formation de radeaux de thalles, comme par exemple pour les 

espèces de Macrocystis spp. : ces radeaux peuvent dériver sur des milliers de kilomètres et 

libérer des spores dans la colonne d’eau (Reed et al., 2005 ; Macaya et al., 2005). La 

dispersion par thalle dérivant semble également jouer un rôle primordial pour certaines 

espèces ne possédant pas de telles structures de flottaison, comme par exemple Postelsia 

palmaeformis (Kusumo et al., 2006). Même si la proportion de spores qui dispersent à grande 

distance est faible, ce mécanisme peut néanmoins avoir des conséquences importantes pour la 

connectivité entre populations et pour la biogéographie des espèces (Kinlan et al., 2005). 

 Les espèces de Lessonia produisant des spores sur toute la longueur des frondes, elles 

peuvent être considérées comme des espèces à stratégie de dispersion distale. L’absence de 

structure de flottaison chez ces espèces limite néanmoins la dispersion par thalles flottants : 

ces espèces n’ont jamais été observées dans les radeaux flottants présents au large des côtes 

chiliennes (Thiel et Gutow, 2004). Cependant, il est fréquent d’observer des thalles échoués 

sur des plages proches des populations naturelles, suggérant une dérive d’individus sur des 

distances de l’ordre de quelques kilomètres, en particulier lors de tempêtes (Rodriguez, 2003 ; 

obs. pers.). Une étude basée sur des marqueurs génétiques dominants (RAPD) a montré que 

chez L. nigrescens la dispersion semble se faire majoritairement à très courtes distances, 

formant ainsi des groupes d’individus apparentés (familles), avec cependant des événements 

probables de dispersion à plus grande distance (Faugeron et al., 2005). La vitesse de 

recolonisation après un évènement de mortalité massive de populations de L. nigrescens parait 

très lente (par ex. : suite à El Niño 1982/83 où la recolonisation s’est effectuée à environ 3 km 

par an Martínez et al., 2003 ; 25-300m par an suite à la contamination par les métaux lourds, 

S. Faugeron, com. pers). A titre de comparaison, Macrocystis pyrifera en Basse Californie 

(Mexique) a recolonisé plus de 300 km de côte en six mois (Reed et al., 2005). 

 La présence de gamétophytes dioïques et de phéromones agissant sur de très courtes 

distances chez les Laminariales rend nécessaire le recrutement de gamétophytes mâles et 

femelles à très faible distance l’un de l’autre pour qu’il y ait fécondation et recrutement de 
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sporophytes. Néanmoins, il a été montré que les gamétophytes femelles de certaines espèces 

de Laminariales, dont L. nigrescens, sont capables de produire des sporophytes par 

parthénogenèse en conditions de laboratoire, lorsqu’ils sont en l’absence de gamétophytes 

mâles (Oppliger et al., 2007). Cela semblerait s’accompagner d’une endo-duplication du 

matériel génétique, le sporophyte étant diploïde. Bien que la présence d’individus parthéno-

sporophytes dans les populations naturelles n’ait pas été encore démontrée, ce mécanisme 

pourrait avoir des conséquences importantes pour la capacité de colonisation de l’espèce : 

pour coloniser un nouvel environnement, il suffirait alors qu’un seul gamétophyte femelle 

recrute, sans qu’un gamétophyte mâle soit nécessairement présent à très courte distance du 

gamétophyte femelle (millimètres), ni que les deux individus soient matures au même 

moment. 

 

Démographie des populations de Lessonia 

 Certaines données existent sur les patrons de recrutement, de croissance et de survie de 

L. nigrescens pour des populations situées entre 26°S et 33°S (Santelices et al., 1980 ; 

Santelices et Ojeda, 1984 : Ojeda et Santelices, 1984 ; Vásquez et al., 2008). Cependant, ces 

études ne s’intéressent que rarement à l’estimation de la valeur sélective des individus (par ex. 

une possible relation entre la taille des individus et leur âge ou entre la taille et la contribution 

à la reproduction).  

 La majorité de ces études se sont concentrées autour des latitudes 33°S et 26-32°S et 

les résultats sont difficilement extrapolables à d’autres régions du Chili. Notamment, la 

comparaison entre des sites situés à 20°S et entre 26°S et 33°S permet de noter une 

asynchronie latitudinale de la phénologie de la reproduction : le pic de recrutement est situé à 

la fin de l’automne / début de l’hiver entre 33°S et 26°S, tandis qu’à 20°S ce pic se situe en 

décembre (été austral) (Camus, 1994 ; Vásquez et al., 2008). Cette asynchronie pourrait être 

liée aux différences climatiques et à une différence de saisonnalité de l’herbivorie. Des 

individus reproducteurs et des recrues peuvent cependant être observés toute l’année dans les 

populations (S. Faugeron et J. Correa, com. pers.). 

 Une forte mortalité a été observée pour le stade juvénile, tandis que les individus 

arrivés à maturité ont un taux de survie important. Le sporophyte est pérenne, pouvant vivre 

plusieurs années avec plusieurs périodes de reproduction (S. Faugeron, com. pers. et obs. 

pers.). Les individus deviennent matures entre 9 et 12 mois après recrutement (Vásquez et al., 

2008).  

 Avant ce travail de thèse, des différences morphologiques et de phénologie avaient été 
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observées entre populations de L. nigrescens, mais aucune véritable comparaison n’avait été 

effectuée pour déterminer s’il s’agissait de plasticité phénotypique, en réponse à 

l’environnement (radiations UV plus importantes au nord, eaux plus chaudes…), ou 

d’adaptation locale. 

 L. trabeculata montre un pic de maturité en automne et un recrutement principalement 

en automne et en hiver. Contrairement à L. nigrescens, la croissance des individus adultes est 

limitée par la dégradation des frondes, amenant parfois à une croissance négative (Tala et 

Edding, 2005 ; Vásquez et al., 2008). Des résultats récents montrent que la portion de tissus 

reproducteur et la production de spores chez L. trabeculata est inférieure à ce qui a été 

observé chez L. nigrescens (Vásquez et al., 2008). Le recrutement semble être également 

globalement plus limité que pour L. nigrescens et fortement variable entre localités (Vásquez 

et al., 2008). 

 

4. Information préliminaire concernant la phylogéographie de L. 

nigrescens et L. trabeculata 

 

 Une étude préliminaire de phylogéographie de L. nigrescens et L. trabeculata entre 

19°S et 41°S avait été réalisée dans le cadre d’un stage de Master 2 par Andrés Meynard 

(2005). Afin de tester l’hypothèse qu’à la zone de transition biogéographique 30°S correspond 

une discontinuité génétique, Meynard (2005) a utilisé trois marqueurs mitochondriaux 

intergéniques non codants : atp8/trnS, trnW/trnI et rpl31/rns, développés par Engel et al. 

(2008). Ces marqueurs ont été utilisés pour analyser un échantillonnage réduit d’une trentaine 

d’individus de L. nigrescens répartis sur l’ensemble de l’aire de distribution. Une analyse 

populationnelle a ensuite été menée à l’aide du marqueur montrant le polymorphisme le plus 

important, à la fois en terme de substitution et d’insertion-délétion (indels) : cette analyse a 

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

 

 Ces données préliminaires ont montré la présence d’une faible différenciation 

génétique au sein de L. trabeculata, avec deux haplotypes différents de part et d’autre de la 

zone de transition 30°S. Pour L. nigrescens, l’analyse des marqueurs mitochondriaux a 

montré l’existence d’une discontinuité génétique majeure située autour de 30°S. Deux 

groupes d’haplotypes ont ainsi été observés et semblent montrer une divergence comparable a 

ce qui peut être observé entre espèces différentes au sein du genre Lessonia (Meynard, 2005). 
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L. nigrescens montre globalement une diversité extraordinairement plus forte comparée à L. 

trabeculata, avec une structuration génétique beaucoup plus prononcée. Les objectifs de la 

thèse ont été déterminés en prenant en compte ces résultats. Les marqueurs utilisés par 

Meynard (2005) pouvaient cependant refléter l’histoire de la mitochondrie plutôt que 

l’histoire des espèces. Il nous fallait élargir cette étude en utilisant des marqueurs d’autres 

compartiments du génome. D’autre part, dans le cas où L. nigrescens serait effectivement 

constituée de deux lignées fortement divergentes, ce taxon apparaissait comme une 

opportunité pour étudier les processus de spéciation et l’évolution des barrières reproductives 

chez les Phaeophyceae, dans ce « laboratoire naturel » constitué par la zone de contact entre 

les lignées. Enfin, la comparaison entre L. nigrescens et L. trabeculata permettait de 

reconstruire l’histoire de la zone de transition biogéographique 30°S et d’étudier l’importance 

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

 

 

E. Problématique de la thèse 

 

 L’objectif général de ma thèse a été d’inférer les processus historiques et 

contemporains qui sont à l’origine de la distribution de la diversité génétique chez L. 

nigrescens. Ce projet de thèse s’intègre dans le cadre du Laboratoire International Associé 

(LIA « DIAMS », regroupant les deux laboratoires impliqués), dont un des programmes de 

recherche a pour but de réaliser une étude comparative de phylogéographie et de la dispersion 

de plusieurs espèces dans la région d’étude. Tandis que le premier chapitre de cette thèse se 

concentre sur les processus historiques, le second chapitre présente l’étude des processus 

contemporains contribuant au maintien de la structuration observée. Pour répondre à ces 

objectifs, j’ai utilisé des approches différentes mais complémentaires, de biologie moléculaire 

(phylogénie et phylogéographie, génétique des populations) et d’écologie expérimentale (en 

conditions naturelles et contrôlées). J’ai également utilisé une combinaison de différentes 

échelles spatiales, allant de l’échelle des régions biogéographiques du Chili (16-40°S), à 

l’échelle de la zone de transition (29-30°S) et à l’échelle des zones de contact (quelques 

kilomètres).  

 Le premier objectif de cette thèse a été de reconstituer l’histoire évolutive de L. 

nigrescens à l’aide d’approches de phylogénie et de phylogéographie, en utilisant une 
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combinaison de marqueurs issus des trois compartiments génomiques : mitochondrial, 

chloroplastique et nucléaire. A l’aide d’un échantillonnage important autour de la zone de 

transition biogéographique 30°S, j’ai testé la concordance entre cette zone de transition et une 

discontinuité génétique chez ce taxa, et j’ai analysé les processus démographiques pouvant 

être à l’origine de la distribution de la diversité génétique observée entre 16°S et 40°S. 

L’espèce L. trabeculata a été utilisée comme élément de comparaison. Afin de reconstruire 

l’histoire de cette région et de déterminer l’importance des traits d’histoire de vie, les résultats 

obtenus ont été comparés à ceux d’autres espèces marines chiliennes. Cette partie constitue le 

premier chapitre de ce manuscrit de thèse. 

 La détection de deux lignées fortement divergentes au sein de L. nigrescens m’a 

amené à suggérer la présence de deux espèces cryptiques, en se basant sur les phylogénies 

obtenues (concept phylogénétique de l’espèce). Le deuxième objectif s’est concentré sur le 

processus de spéciation chez l’espèce morphologique L. nigrescens, en se focalisant sur la 

région géographique où les deux espèces cryptiques sont présentes (29-30°S). Afin de 

caractériser l’importance de l’isolement reproducteur en conditions naturelles, j’ai tout 

d’abord estimé les flux géniques entre ces espèces. J’ai ensuite utilisé des approches 

d’écologie expérimentale en conditions naturelles et de laboratoire afin d’identifier les 

barrières reproductives et les forces évolutives impliquées dans l’isolement reproducteur. Les 

hypothèses spécifiques testées ont été (i) la présence de flux de gènes limités en conditions 

naturelles, confirmant la présence d’espèces cryptiques, et (ii) l’action de barrières 

reproductives extrinsèques, liées à l’action de la sélection naturelle divergente. Ces objectifs 

ont été testés en utilisant des approches respectivement de génétique des populations, 

d’écologie expérimentale en conditions naturelles, par une expérience de transplantations 

réciproques, et en conditions contrôlées, par une expérience de tolérance à un paramètre 

environnemental spécifique, la température et ses régimes de variation temporelle. Enfin, des 

résultats préliminaires suggérant des mécanismes de réarrangement du génome mitochondrial 

seront présentés, de par leur intérêt dans l’étude du processus de spéciation, comme possible 

mécanisme d’isolement reproducteur, chez L. nigrescens. L’ensemble de ces études des 

barrières reproductives constitue le second chapitre de ce manuscrit de thèse. 

 Enfin nous conclurons ce manuscrit de thèse en discutant du statut d’espèce chez les 

taxa étudiés et de son importance pour la gestion de la ressource naturelle. Nous dégagerons 

également les éléments de cette thèse qui ont permis de mieux comprendre l’histoire de la 

région d’étude et les processus de spéciation chez les Laminariales. 
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CHAPITRE 1  

ETUDE PHYLOGEOGRAPHIQUE : 

COMPRENDRE LES PROCESSUS PASSES 
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 CHAPITRE 1. Etude phylogéographique : comprendre les 

processus passés 

 

Note : L’étude phylogéographique de Lessonia nigrescens (approches multilocus et 

populationnelle) a fait l’objet d’un article accepté, en cours de révision, dans la revue 

Molecular Phylogenetics and Evolution (Annexe 3.1).  

 

A.  Problématique 

 

1. Phylogéographie : inférer les processus historiques et 

contemporains affectant les espèces 

 

 La phylogéographie, sous-discipline de la biogéographie, est l’étude des principes et 

des processus qui gouvernent la distribution géographique des lignées de gènes, au niveau 

intra-spécifique et entre espèces phylogénétiquement proches (Avise, 2000). En étudiant la 

distribution spatiale des allèles et en reconstruisant les relations phylogénétiques entre ceux-

ci, la phylogéographie permet d’inférer les processus historiques et contemporains ayant 

affecté les espèces. L’analyse et l’interprétation des données nécessitent l’intégration des 

concepts de génétique des populations et de phylogénie mais également de données 

intrinsèques aux espèces (ex : capacité de dispersion, physiologie), et de connaissances sur 

leur histoire (paléontologie) et sur l’histoire de la région géographique étudiée (géographie 

historique et géologie). La phylogéographie permet ainsi d’étudier la spéciation dans un 

contexte géographique et temporel. 

 

 Contrairement à l’approche classique de la phylogénie, la théorie de la coalescence 

utilise les généalogies de gènes pour remonter dans le temps et identifier l’ancêtre commun le 

plus récent. En traitant des attendus statistiques des relations historiques entre lignées de 

gènes en fonction des paramètres démographiques, la théorie de la coalescence permet de 

situer dans le temps les évènements démographiques passés, comme par exemple des 

évènements de vicariance ou une expansion démographique, et des évènements plus récents, 

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

 

 Les trois hypothèses fondamentales de la phylogéographie ont été présentées par 

Avise (1987) et sont reprises dans l’Encadré 1.1. La première hypothèse concerne la présence 

d’une structuration géographique de la structure génétique. Alors que les études de 

phylogéographie montrent des résultats congruents avec cette hypothèse, et notamment 

l’absence de taxa présent sur l’ensemble du globe sans discontinuité génétique, cette 

hypothèse n’est pas acceptée par tous les auteurs (voir notamment Whitfield, 2005). 

L’hypothèse 2 suppose que la capacité de dispersion joue généralement un rôle majeur dans la 

structure géographique des espèces. Chez les invertébrés marins, la présence d’une phase 

larvaire planctonique, sa durée de vie et la possibilité de dérive des individus adultes sont des 

traits d’histoire de vie qui favorisent la dispersion. Ils sont généralement négativement 

corrélés avec la structure génétique (Palumbi, 1994 ; Féral, 2002 ; Kinlan et Gaines, 2003), 

comme par exemple au niveau des zones de transition biogéographiques de Californie 

(Dawson, 2001 ; Dawson et al., 2002) ou d’Afrique du Sud (Teske et al., 2006). La durée de 

vie larvaire n’est cependant pas suffisante pour déterminer le potentiel de dispersion d’une 

espèce, et il est important de prendre en compte les traits d’histoire de vie comme le 

comportement des larves. 

 Le potentiel de dispersion interagit également avec des facteurs environnementaux, 

tels que la présence de barrières physiques à la dispersion (courants, gyres) et/ou 

physiologiques (température) actuelles et passées. Le cas du gastéropode Nerita atramentosa 

illustre bien l’importance de ces facteurs environnementaux (Waters et al., 2005) : cette 

espèce présente un fort potentiel de dispersion, avec une phase larvaire planctonique de cinq à 

six mois, et montre une absence de structure phylogéographique entre les côtes australiennes 

et néo-zélandaises, séparées par plus de 2000 km (région du détroit de Bass), ce qui est donc 

en accord avec l’hypothèse 2 de phylogéographie (Encadré 1.1). Cependant, cette espèce 

montre une discontinuité phylogéographique marquée entre l’est et l’ouest du détroit de Bass, 

avec la présence d’une zone de chevauchement entre lignées relativement limitée. L’origine 

de cette discontinuité est associée à la présence de terres émergées entre l’Australie et la 

Tasmanie lors des régressions marines qui ont eu lieu pendant les trois derniers millions 

d’années, constituant ainsi une barrière à la dispersion, tandis que le maintien de cette 

discontinuité est liée à la présence de courants limitant actuellement les flux de gènes entre 

l’est et l’ouest du détroit. Des espèces sœurs co-distribuées et ayant donc été soumises aux 
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Encadré 1.1 : Présentation des hypothèses de phylogéographie et des corolaires, 
 d’après Avise (1987). 

 
Hypothèse 1 :  
 La plupart des espèces sont composées de populations géographiques dont les membres 
occupent différentes branches d’un arbre phylogénétique intraspécifique = présence d’une 
structuration phylogéographique. 
 
Hypothèse 2 :  
 Les espèces montrant une faible structuration phylogéographique ont des traits d’histoire 
de vie favorables à la dispersion et ont une aire de distribution caractérisée par l’absence de 
barrière à la dispersion. 
 
Hypothèse 3 :  
 Les groupes monophylétiques séparés par une discontinuité phylogénétique importante 
sont généralement la conséquence de barrières extrinsèques aux flux de gènes qui ont persisté 
pendant une longue période de temps. Trois corolaires découlent de cette hypothèse :  
(i) Le degré de concordance phylogéographique entre différentes généalogies de gènes 

augmente lorsque le temps écoulé depuis l’apparition de la barrière aux flux de gènes 
augmente : la différenciation phylogénétique entre populations isolées depuis 
longtemps devrait être observée pour de nombreux gènes nucléaires et cytoplasmiques. 

(ii)  Les positions géographiques des discontinuités phylogénétiques sont concordantes entre 
espèces co-distribuées. 

(iii)  Les discontinuités phylogénétiques intraspécifiques sont géographiquement 
concordantes avec les zones de transition biogéographiques décrites. 
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mêmes facteurs historiques peuvent également montrer des différences de structure génétique, 

malgré un potentiel de dispersion similaire : la perception des barrières (ou filtres) à la 

dispersion peut être différente selon les tolérances physiologiques des espèces ou selon 

l’habitat. Ainsi, probablement du fait de conditions plus stressantes en intertidal, les espèces 

situées plus haut sur l’estran semblent montrer une structure génétique plus prononcée que 

celles situées en bas de l’estran (Marko, 2004), 

 Les études réalisées chez les invertébrés marins ont ainsi montré que la distance de 

dispersion est souvent directement liée à la durée de vie larvaire planctonique (Kinlan et 

Gaines, 2003) mais également que le comportement des larves, la topographie et l’histoire de 

la région jouent un rôle dans la structure génétique intraspécifique. Chez les algues, le nombre 

d’études est plus restreint. Ces taxa sont généralement considérés comme de faibles 

disperseurs, conséquence de la durée de vie courte des spores et des gamètes (Santelices, 

1990 ; Kinlan et al., 2005). Des structures génétiques à petite échelle spatiale ont 

effectivement été observées pour une variété de taxa, allant d’une échelle de quelques mètres 

(ex : algues rouges : Engel et al., 2004 ; algues brunes : Kusumo et al., 2006) à plusieurs 

kilomètres, probablement liées à des évènements de dispersion à longue distance (ex algues 

brunes : Billot et al., 2003 ; Muhlin et al., 2008). Chez certaines espèces d’algues, la capacité 

de flottaison peut cependant favoriser la dispersion à longue distance et avoir pour 

conséquence une structure génétique peu prononcée (phénomène de « rafting », ex : 

Durvileae antarctica : Fraser et al., 2009 ; Macrocystis sp. : Coyer et al.). 

 Le long des côtes chiliennes, l’étude de la phylogéographie du gastéropode 

Concholepas concholepas (loco) a montré l’absence de discontinuité phylogéographique 

associée aux deux zones de transition biogéographiques situées aux latitudes 30°S et 42°S 

(Cárdenas et al., 2009). Cependant, cette espèce est caractérisée par une capacité de 

dispersion très élevée (phase larvaire planctonique supérieure à trois mois), et ce résultat est 

donc concordant avec l’hypothèse 2 de la phylogéographie (Encadré 1.1 ; Avise, 2000). Chez 

L. nigrescens, une étude utilisant des RAPD a montré que la capacité de dispersion serait au 

contraire très faible, avec une structuration en famille à petite échelle spatiale et de rares 

évènements de dispersion à longue distance (Faugeron et al., 2005). Cette espèce, de part sa 

faible capacité de dispersion, serait donc plus susceptible de montrer une structure 

phylogéographique que C. concholepas.  

 L. nigrescens et L. trabeculata partagent les mêmes caractéristiques générales du cycle 

de vie, ce qui pourrait suggérer une capacité de dispersion similaire : alternance obligatoire de 

phases, dispersion principalement par les spores, absence de structures de flottaison. 
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Néanmoins, plusieurs éléments suggèrent des différences entre ces deux 

espèces morphologiques, avec de possibles conséquences sur la démographie et les flux de 

gènes entre populations : (i) la différence de hauteur sur l’estran : intertidal versus subtidal, et 

donc une possible différence de perception des facteurs environnementaux (dessiccation et  

lumière, notamment) ; (ii) la taille des populations, conséquence de la différence d’habitat : 

l’étage intertidal où vit L. nigrescens (entre +1 et -1 m de profondeur) est réduit à un cordon 

de quelques mètres de largeur, tandis que l’étage subtidal où vit L. trabeculata est plus large 

(entre 0 et -30 m de profondeur) ; (iii) les populations de L. nigrescens seraient plus 

fragmentées que celles de L. trabeculata, du fait des discontinuités de l’habitat (Thiel et al., 

2007) ; et (iv) la capacité de dispersion par dérive des thalles semblerait être différente entre 

les espèces : il est ainsi plus fréquent d’observer parmi les algues échouées sur les plages des 

individus de L. trabeculata que des individus de L. nigrescens (obs. pers.). La libération de 

spores par des thalles dérivant pourrait avoir pour conséquence une connectivité plus 

importante entre populations de L. trabeculata. La position sur l’estran, la taille des 

populations et la possibilité d’évènements de dispersion à longue distance font que L. 

trabeculata serait susceptible de montrer une structure phylogéographique moins prononcée 

que L. nigrescens. Cependant, en comparaison avec C. concholepas, la capacité de dispersion 

de ces deux espèces morphologiques de Lessonia reste très réduite. 

 

3. Importance de l’utilisation de différents types de marqueurs 

moléculaires pour inférer l’histoire des espèces : concordance 

entre marqueurs 

  

 L’hypothèse 3 concerne la concordance entre différents types de données, le degré de 

concordance augmentant avec le temps écoulé depuis la séparation des populations. Le 

premier d’entre eux concerne la concordance entre marqueurs moléculaires (Encadré 1.1). Les 

études de phylogéographie ont souvent été basées sur des marqueurs cytoplasmiques : 

mitochondriaux chez les animaux (Ballard et Rand, 2005) et chloroplastiques chez les plantes 

(Petit et al., 2005). L’hypothèse de concordance entre marqueurs n’est que rarement testée, 

malgré la publication récurrente de revues critiques recommandant l’utilisation de plusieurs 

gènes issus des différents compartiments génomiques pour inférer l’histoire d’une espèce (ex : 

Hare, 2001 ; Ballard et Rand, 2005 ; Kuo et Avise, 2005 ; Bazin et al., 2006). 
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 En particulier, il a été montré que l’utilisation d’un seul locus (mitochondrial ou autre) 

pouvait conduire à des conclusions erronées, en inférant l’histoire du gène plutôt que 

l’histoire de l’espèce. En effet, une discontinuité génétique observée pour un gène donné peut 

être également expliquée par un processus de vicariance ou de sélection divergente sur le 

marqueur directement ou sur une région liée au marqueur (effet auto-stop) ou encore par 

l’action de la dérive génétique (origine stochastique). La neutralité des gènes mitochondriaux, 

y compris non-codants, a notamment été remise en cause (Bazin et al., 2006). En effet, le 

génome mitochondrial se caractérisant généralement chez les animaux par l’absence de 

recombinaison, les effets de sélection sur une partie du génome mitochondrial affecteront 

l’ensemble de la molécule (Ballard et Rand, 2005). Or, certains gènes mitochondriaux ayant 

des rôles physiologiques importants, comme par exemple dans la respiration cellulaire, de tels 

effets de sélection sont possibles (balayage sélectif, Ballard et Rand, 2005 ; Bazin et al., 

2006).  

 En outre, du fait de la différence de ploïdie et de l’héritabilité généralement 

uniparentale des génomes cytoplasmiques, les marqueurs mitochondriaux et chloroplastiques 

sont caractérisés par une taille efficace plus faible que les marqueurs nucléaires et sont donc 

plus susceptibles d’être fortement affectés par la dérive génétique que les marqueurs 

nucléaires (Ballard et Rand, 2005). Ces marqueurs cytoplasmiques ont donc une plus grande 

probabilité que les marqueurs nucléaires de montrer une structure phylogéographique 

prononcée, soit d’origine déterministe (causée par une barrière historique aux flux de gènes), 

soit d’origine stochastique (causée par la dérive génétique sous l’effet du hasard) (Kuo et 

Avise, 2005 ; Irwin, 2002).  

 D’autre part, la dérive génétique seule peut provoquer une discontinuité génétique 

d’origine stochastique, que ce soit pour des marqueurs cytoplasmiques ou nucléaires. La 

probabilité d’occurrence d’une discontinuité d’origine stochastique est augmentée pour les 

espèces présentant une faible capacité de dispersion (Kuo et Avise, 2005 ; Irwin, 2002). 

Enfin, il a été montré théoriquement (Excoffier et Ray, 2008) et vérifié expérimentalement 

(Hallatschek et al., 2007) que la dérive génétique combinée avec des évènements 

démographiques, tels que la fondation d’une nouvelle population, pouvaient aussi mener à 

une discontinuité génétique.  

 Afin de refléter l’histoire des espèces et non celle de l’organite, ces auteurs 

recommandent d’utiliser différents types de marqueurs indépendants. Les génomes 

chloroplastiques et mitochondriaux étant généralement tous deux à transmission maternelle, 

les marqueurs de ces deux organites ne sont pas indépendants, et l’utilisation de marqueurs 
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nucléaires s’avère donc nécessaire. En particulier, chez les algues brunes oogames dont font 

parties les Lessonia, la mitochondrie et le chloroplaste ont été décrits comme présentant une 

hérédité maternelle (Motomura, 1990 ; Kato et al., 2006), bien que de l’hétéroplasmie 

(présence de plus d’un type d’ADN mitochondrial au sein d’un même organisme) ait été 

reportée chez l’algue brune Fucus serratus dans une région colonisée récemment par l’espèce 

(Coyer et al., 2004).  

 En fonction des forces évolutives en jeu, les phylogénies peuvent montrer des patrons 

différents selon les gènes étudiés. Dans le cas d’une vicariance, une structure phylogénétique 

est attendue quelque soit le type de marqueur choisi, l’importance de cette structure dépendant 

du taux de mutation et du mode d’hérédité. Le stade ultime dans le cas de la vicariance est 

l’observation de monophylie réciproque pour tous les marqueurs (Avise, 2000). Dans le cas 

d’un scénario par péripatrie, suite à la colonisation d’un nouvel habitat ou à l’isolement d’une 

petite population, il est plus probable d’obtenir des arbres phylogénétiques montrant de la 

paraphylie (Fig. I.1 de l’Introduction) : les haplotypes observés dans le nouvel habitat 

constituant un clade emboîté dans le clade formé par les haplotypes de la population 

ancestrale (Funk, 2003). S’il y a absence de flux de gènes entre populations, le stade ultime de 

ce scénario sera également la présence de monophylie réciproque à tous les marqueurs, 

rendant difficile la distinction entre péripatrie et vicariance. Dans le cas de ces deux scénarios, 

l’ensemble des marqueurs devrait montrer une discontinuité génétique, et la localisation 

géographique de cette discontinuité devrait être concordante entre marqueurs (Kuo et Avise, 

2005). Le degré de concordance phylogéographique entre marqueurs nous renseigne sur le 

temps écoulé depuis l’apparition de la barrière à la dispersion (hypothèse 3i, Encadré 1.1). 

 Dans le cas où les différents marqueurs ne seraient pas congruents, deux types de 

processus spécifiques sont possibles : la sélection et la dérive. Dans le cas d’un effet de 

sélection lié à un marqueur particulier, par exemple un marqueur mitochondrial, plusieurs 

gènes peuvent être affectés et montrer le même patron, par balayage sélectif (gènes 

mitochondriaux) ou parce qu’ils ont le même mode d’héritabilité (gènes chloroplastiques). Au 

contraire, les gènes nucléaires devraient montrer un signal phylogénétique discordant de celui 

montré par les gènes cytoplasmiques. Si la dérive génétique et la faible capacité de dispersion 

sont à l’origine d’une discontinuité génétique (origine stochastique), il est très improbable 

qu’il y ait une concordance géographique des discontinuités génétiques entre marqueurs 

différents (Irwin, 2002 ; Kuo et Avise, 2005). La comparaison entre différents types de 

marqueurs permet donc de distinguer les différents scénarios à l’origine d’une discontinuité 

phylogénétique et d’inférer l’histoire des espèces. 
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4. Apports et limites de l’étude préliminaire de phylogéographie de 

L. nigrescens et L. trabeculata 

 

 L’étude préliminaire de phylogéographie de L. nigrescens, réalisée par Meynard 

(2005), a montré la présence de deux lignées au sein de cette espèce, avec une distribution 

géographique semblant correspondre aux régions biogéographiques PP et AI (Fig. I.8 de 

l’Introduction). Cependant, cette étude a été réalisée à l’aide de trois marqueurs 

mitochondriaux, et peut donc refléter l’histoire de la mitochondrie plutôt que l’histoire de 

l’espèce. Il apparaissait donc nécessaire de compléter cette étude à l’aide de marqueurs situés 

dans les autres compartiments du génome : nucléaire et chloroplastique et de tester la 

concordance entre marqueurs (hypothèse 3i de la phylogéographie, Encadré 1.1). 

 L’échantillonnage réalisé par Meynard (2005) ne permettait pas non plus de conclure 

sur la localisation géographique précise de la discontinuité phylogénétique (entre les latitudes 

30°S et 32°S) et de tester la concordance avec la zone de transition biogéographique 

(hypothèse 3iii de phylogéographie, Encadré 1.1). En particulier, la structure de la zone de 

transition restait inconnue et il était important de distinguer entre les trois cas suivants : (i) 

une zone de transition abrupte, avec des lignées en allopatrie ; (ii) une zone de transition 

graduelle, avec des aires de distribution des lignées majoritairement allopatriques mais 

chevauchantes ; ou (iii) une zone d’hybridation entre les lignées, conséquence d’un contact 

secondaire entre lignées ayant divergé en allopatrie ou d’un contact primaire dans le cas d’une 

divergence en parapatrie. Dans ce dernier cas, l’issue de l’hybridation dépendra de 

l’importance de l’isolement reproducteur entre les lignées et cette zone hybride pourrait être 

soit transitoire, soit permanente.  

 Les caractéristiques actuelles de la côte chilienne (cf. Introduction) semblant montrer 

des gradients environnementaux plutôt que des discontinuités abruptes : la région de transition 

entre les lignées pourrait être plutôt graduelle qu’abrupte, qu’il y ait ou non hybridation. On 

peut également s’attendre à ce que cette région de transition soit relativement étendue, entre 

30°S et 32°S, correspondant ainsi à l’étendue de la zone de transition biogéographique (30-

33°S, Camus, 2001) et à la discontinuité observée dans les patrons de recrutement 

d’invertébrés (30-32°S, Broitman et al., 2001 ; Navarrete et al., 2005). 

 Concernant L. trabeculata, l’étude préliminaire de Meynard (2005) a montré la 

présence de deux haplotypes mitochondriaux au sein de cette espèce. Néanmoins, le nombre 

réduit de sites et d’échantillons n’avait pas permis de déterminer précisément les aires de 
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distribution de ces haplotypes. En particulier, l’importance de la discontinuité chez L. 

trabeculata et la concordance entre celle-ci et celle de L. nigrescens sont des questions qui 

restent ouvertes. La comparaison des structures phylogéographiques entre les deux espèces 

nous paraissait intéressante, afin de tester l’hypothèse de concordance entre espèces 

(hypothèse 3ii) et de déterminer l’importance des traits d’histoire de vie dans la perception de 

la zone de transition biogéographique (hypothèse 2). 

 

5. Objectifs spécifiques et approches utilisées 

 

 L’étude de la phylogéographie des deux espèces Lessonia nigrescens et Lessonia 

trabeculata a été réalisée pour répondre aux objectifs suivants : 

(1) Inférer l’histoire démographique de l’espèce et les possibles scénarios à l’origine 

de la structure phylogéographique observée chez L. nigrescens. 

(2) Tester la concordance entre zone de transition biogéographique 30°S (décrite 

autour de 30-33°S, mais discutée selon les auteurs), et discontinuité génétique au 

sein de L. nigrescens.  

(3) Déterminer la structure de la zone de transition et inférer les processus actuels 

contribuant au maintien de la structure phylogéographique au sein de L. 

nigrescens. 

(4) Tester la présence d’une discontinuité phylogéographique chez L. 

trabeculata concordante avec la zone de transition biogéographique : en 

particulier, tester l’hypothèse d’une structure intermédiaire entre celles observées 

pour C. concholepas et pour L. nigrescens, du fait des différences dans les traits 

d’histoire de vie. 

(5) Inférer plus généralement les mécanismes pouvant être à l’origine de la zone de 

transition biogéographique 30°S et sur les facteurs contribuant actuellement à son 

maintien. 

 

Pour répondre à ces objectifs, nous avons utilisé plusieurs approches : 

(1) Pour répondre au premier objectif, une approche multilocus combinant des 

marqueurs des trois régions génomiques a été utilisée pour tester la concordance 

entre marqueurs et différencier les possibles processus (sélection, dérive et 

histoire) à l’origine de la structure phylogéographique de L. nigrescens dans l’aire 
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d’étude (14°S-42°S). Nous avons choisi pour cela quatre marqueurs se 

différenciant par leurs taux de mutation et modes d’héritabilité. Ces marqueurs 

sont : le marqueur mitochondrial atp8/trnS, la région intergénique chloroplastique 

de la RuBisCo et les régions intergéniques nucléaires ITS1 et ITS2 (Internal 

Transcript Spacers).  

(2) Les objectifs 2 et 3 ont été réalisés à l’aide du marqueur mitochondrial atp8/trnS 

sur un échantillonnage plus important que celui de Meynard (2005) (1045 

individus issus de 36 populations), en particulier dans la zone de transition 

biogéographique. Cet effort d’échantillonnage a permis de préciser la concordance 

entre zone de transition biogéographique et discontinuité phylogéographique et de 

suggérer des mécanismes contribuant au maintien de la discontinuité chez L. 

nigrescens, aspects qui seront développés dans le Chapitre 2. 

(3) Enfin, l’importance des traits d’histoire de vie sur la perception de la zone de 

transition biogéographique a été étudiée d’une part en comparant les données 

obtenues pour L. nigrescens et L. trabeculata, et d’autre part en comparant nos 

résultats à ceux obtenus chez d’autres espèces marines le long des côtes chiliennes, 

permettant ainsi d’inférer plus précisément les mécanismes historiques et 

contemporains à l’origine de la zone de transition biogéographique 30°S. 

 

 

B.  Matériel et Méthodes 

 

1. Choix des marqueurs 

 

 Les quatre marqueurs retenus ont été choisis de façon à représenter les trois 

compartiments génomiques présents chez les algues brunes (nucléaire, mitochondrial et 

chloroplastique). En ce qui concerne le compartiment mitochondrial, parmi les marqueurs 

mitochondriaux récemment développés chez les Laminariales (Engel et al., 2008), trois 

(atp8/trnS, trnW/trnI et rpl31/rns) avaient été analysés sur un échantillonnage de 29 individus 

de L. nigrescens lors du stage de Master 2 de Meynard (2005). Le marqueur le plus 

polymorphe, atp8/trnS, a été retenu pour la suite. Pour le compartiment nucléaire, les 

marqueurs choisis sont les ITS (internal transcribed spacer 1 et 2), qui sont classiquement 
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utilisés dans les études phylogénétiques des algues, malgré la présence de polymorphisme 

intra-individuel (ex : Lane et al., 2007, Lane et al., 2006, Yoon et al., 2001, Coyer et al., 

2001). Enfin, pour le compartiment chloroplastique, le marqueur sélectionné est la région 

intergénique de la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (RuBisCo spacer), 

classiquement utilisé dans les études de phylogénies chez les algues (Destombe et Douglas, 

1991). Son polymorphisme au niveau intraspécifique est relativement limité par son faible 

taux de mutation (ex : Yoon et Boo, 1999 ; Kraan et Guiry, 2000). Cette région non-codante 

est située entre le gène rbcS, codant pour la petite sous-unité de la RuBisCo, et le gène rbcL, 

codant pour la grande sous-unité (chez les plantes terrestres, ces gènes sont séparés : le gène 

rbcS est situé dans le noyau, tandis que rbcL est dans le génome chloroplastique). Au 

commencement de ce travail, les trois marqueurs ITS1, ITS2 et RuBisCo avaient déjà été 

utilisés dans des phylogénies d’algues brunes, incluant des espèces de Lessonia (Yoon et al., 

2001 ; Lane et al., 2006).  

 Les quatre marqueurs utilisés se caractérisent par des taux de mutation différents : 

ITS2 et RuBisCo spacer sont généralement considérés comme des marqueurs à faible taux de 

mutation par rapport à ITS1 et aux marqueurs mitochondriaux (par ex, chez les algues 

brunes : Coyer et al., 2001 ; Yoon et Boo, 1999 ; Voisin et al., 2005 ; Harvey et Goff, 2006 ; 

Engel et al., 2008), L’utilisation de ces quatre marqueurs permet donc de détecter des 

processus ayant eu lieu à différentes échelles de temps.  

 

2. Echantillonnage utilisé pour l’étude de phylogéographie 

 

 L’échantillonnage, qui s’étend sur plus de 3000km de côte pas toujours facile d’accès, 

n’a été possible que grâce à la collaboration de nombreux collègues de la P. Universidad 

Católica de Chile, de la Universidad Católica del Norte et de la Station Biologique de 

Roscoff. Chaque échantillon consiste en un fragment de fronde prélevé dans une zone 

méristématique (tissu jeune), non-reproductive et sans épiphytes. Les échantillons ont été 

essuyés avec du papier absorbant puis mis dans un sachet avec du silica gel (desséchant) 

jusqu’à extraction d’ADN. Pour l’échantillonnage de L. nigrescens, 28 à 33 individus par 

localité (sauf pour les localités HCO : huit individus et CST : 12 individus) ont été 

échantillonnés au hasard sur un transect de 100-150 m de longueur de côte, en prélevant un 

fragment de fronde par individu. L’échantillonnage représente un total de 1045 individus 

répartis dans 36 localités distribuées entre 16°S et 42°S de latitude (Tableau 1.1). Afin 
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d’inférer les mécanismes à l’origine de la zone de transition biogéographique, un effort 

particulier d’échantillonnage a été réalisé entre les latitudes 27°S et 33°S pour L. nigrescens 

(Fig. 1.1) L’échantillonnage de L. trabeculata a été réalisé en plongée ou lors de marées 

basses de grande amplitude. L’échantillonnage représente un total de 68 individus, provenant 

de 13 localités distribuées entre 14°S et 42°S de latitude (Tableau 1.2 et Fig. 1.2).. 

 L’analyse multilocus de L. nigrescens a porté sur un sous-échantillonnage de 127 

individus mais couvrant l’ensemble de la zone d’étude (16-42°S, soit 2 à 6 individus par site 

sur les 36 localités, Tableau 1.1). L’analyse populationnelle de L. nigrescens a été effectuée 

en utilisant seulement le marqueur mitochondrial atp8/trnS sur l’échantillonnage total de 1045 

individus (Tableau 1.1).  

 L’étude de la phylogéographie de L. trabeculata a été réalisée en utilisant le marqueur 

atp8/trnS sur l’échantillonnage total de 68 individus. Sept de ces individus ont également été 

analysés avec les marqueurs ITS1, ITS2 et RuBisCo spacer (Tableau 1.2). Bien que notre 

échantillonnage soit faible pour cette espèce, il couvre la quasi-totalité de l’aire de distribution 

supposée de l’espèce, allant du Pérou à l’île de Chiloé (entre 14°S et 42°S, Fig. 1.2). 

 Nous avons inclus dans les analyses des séquences provenant d’autres espèces de 

Lessonia : L. flavicans et L. vadosa, qui ont une aire de distribution restreinte au sud de 

l’Amérique du Sud (47-56°S, cf. Fig. I.10 de l’Introduction). Nous avons obtenus les 

séquences de chacun des quatre marqueurs utilisés pour deux individus de L. flavicans 

(sites Lfla-FBA : 53°35’S / 73°41’O et Lfla-ELI : 54°19’S / 71°37’O) et un individu de L. 

vadosa (site Lvad-FBA : 53°35’S / 73°41’O). 

 

3. Obtention des données 

  

 Les protocoles d’extraction d’ADN, d’amplification et de séquençage utilisés sont 

détaillés en Annexes 1.1 et 1.2. Le séquençage des marqueurs nucléaires ITS1 et ITS2 se 

révélant particulièrement difficile, l’existence d’un polymorphisme intra-individuel a été 

suspecté. Les séquences qui présentaient des doutes de lecture ont alors été éliminées du jeu 

de données. L’ADN de cinq individus provenant de localités proches de la zone de transition 

biogéographique (SLDN6, CAR1, TBL2, PTLV2-11, PTAL3) a été cloné afin de vérifier 

l’existence d’un polymorphisme de séquence et de déterminer si ce polymorphisme intra-

individuel était dû à de l’hybridation entre les entités localisées de chaque côté de la transition 

biogéographique. Le principe du clonage bactérien est d’insérer un fragment d’ADN dans un 
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Tableau 1.1. Localisation géographique des sites échantillonnés pour l’étude 
phylogéographique de L. nigrescens  Le nombre d’individus analysés (N) par site et pour chaque 
marqueur (atp8/trnS, RuBisCo spacer, ITS1 et ITS2) est indiqué. Pour l’analyse populationnelle 
utilisant atp8/trnS, le nombre total d’individus analysés par site (NTOTAL), ainsi que le nombre 
d’individus analysés par séquençage (NSEQ) et par SSCP (NSSCP) sont précisés. NTOTAL est différent de 
la somme de NSEQ et NSSCP car chaque profil SSCP a été vérifié par séquençage 
 

Site  
d’échantillonnage 

Abréviation Coordonnées 
(Latitude/ 
Longitude) 

N 
atp8/ 
trnS 

N 
RuBisCo 
 spacer 

N 
ITS1 

N 
ITS2 

Analyse populationnelle 
(atp8/trnS) 

       NTOTAL  NSEQ NSSCP 
Qda Mollendito QMO 16°58’S / 72°07’O 0 0 0 0 30 2 30 
Ilo-Perú  ILO 17°37’S / 71°20’O 5 5 1 2 0 - - 
Qda Camarones  QCA/CAC 19°11’S / 70°16’O 4 2 0 2 30 2 30 
Pta Pichidalo PCH 19°36’S / 70°14’O 2 2 2 2 29 3 27 
Pta Patache PAT 20°48’S / 70°12’O 2 2 0 0 28 3 26 
Pta Coloso COL 23°46’S / 70°29’O 5 5 0 1 30 5 30 
Pan de Azúcar  CHA/SLD 26°09’S / 70°40’O 5 5 2 1 29 2 28 
Morro Copiapó MOC 27°12’S / 70°57’O 5 5 2 1 30 5 30 
Cta Pajonal PAJ 27°41’S / 71°02’O 3 3 2 2 30 3 30 
Carrizal Bajo CAR 28°04’S / 71°08’O 5 5 2 3 30 5 30 
Huasco HCO 28°27’S / 71°13’O 5 5 2 2 8 5 8 
Aceituno  ACE 29°03’S / 71°29’O 5 5 1 2 29 29 0 
Choros Norte  CHN 29°15’S / 71°27’O 2 2 2 2 30 2 30 
Choros Sur CHS 29°21’S / 71°19’O 5 5 3 3 30 5 30 
El Temblador TBL 29°28’S / 71°18’O 2 2 0 0 33 2 33 
Isla Pájaros (île) IPA 29°35’S / 71°31’O 5 5 2 2 30 30 0 
Arrayan ARY 29°41’S / 71°19’O 2 2 1 2 33 3 33 
Teatinos TEA 29°49’S / 71°17’O 5 5 1 2 30 5 30 
Coquimbo-Cruz  COZ 29°57’S / 71°21’O 5 5 1 2 28 28 0 
Totoralillo OTO 30°04’S / 71°22’O 4 4 1 2 30 5 30 
Guanaqueros GUANA 30°11’S / 71°27’O 2 2 2 2 32 3 32 
Tongoy TON 30°14’S / 71°29’O 2 2 2 2 30 2 30 
Pta Lengua de Vaca 2 PTLV2 30°15’S / 71°38’O 4 4 1 2 30 30 0 
Cta San Lorenzo CSLO 30°20’S / 71°40’O 2 2 0 2 0 6 - 
Río Limari RLI 30°44’S / 71°42’O 3 2 2 3 29 29 0 
Pta Talca PTAL 30°55’S / 71°40’O 5 5 2 2 31 8 31 
Los Molles LM 32°14’S / 71°31’O 2 2 1 2 33 2 33 
Montemar MTM 32°57’S / 71°32’O 2 2 2 2 33 12 33 
Curaumilla CURAM 33°05’S / 71°43’O 5 5 2 2 30 16 30 
El Quisco QUIS 33°23’S / 71°42’O 2 2 2 2 30 18 14 
Las Cruces LC 33°30’S / 71°38’O 2 2 2 2 30 16 27 
Matanzas MAT 33°57’S / 71°52’O 2 2 1 2 30 8 25 
Pichilemu PICHI 34°23’S / 72°01’O 0 0 0 0 30 19 14 
Constitución CST 35°19’S / 72°25’O 2 2 0 0 12 12 0 
Concepción CONCE 36°30’S / 72°54’O 5 5 2 2 28 27 5 
Mehuin MEH 39°25’S / 73°12’O 5 5 2 2 30 30 0 
Pucatrihue PUC 40°32’S / 73°43’O 2 2 2 2 30 30 0 
Pta Guabún (Chiloé) GBN 41°48’S / 74°01’O 4 4 2 2 30 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’échantillonnage de Lessonia nigrescens pour l’étude de phylogéographie. 
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Tableau 1.2. Localisation géographique des sites échantillonnés pour l’étude 
phylogéographique de L. trabeculata.  Le nombre d’individus analysés (N) par site et pour chaque 
marqueur (atp8/trnS, RuBisCo spacer, ITS1 et ITS2) est indiqué. Pour l’analyse populationnelle 
utilisant atp8/trnS, le nombre total d’individus analyses par site (NTOTAL), ainsi que le nombre 
d’individus analysés par séquençage (NSEQ) et par SSCP (NSSCP) sont précisés. 
 

Site d’échantillonnage Abréviation Coordonnées 
(Latitude/ 
Longitude) 

N 
atp8/ 
trnS 

N 
RuBisCo 
 spacer 

N 
ITS1 

N 
ITS2 

Analyse populationnelle 
(atp8/trnS) 

       NTOTAL  NSEQ NSSCP 
Bahia Mendieta – Pérou Lt-MEN 14°03’S / 76°18’O 0 0 0 0 1 1 0 
Trumpa del elefante – Pérou Lt-TRU 15°23’S / 75°09’O 1 1 1 1 1 1 0 
Cabañas Lt-CAB 20°18’S / 70°08’O 1 1 1 1 1 1 0 
San Marcos Lt-SM 21°07’S / 70°07’O 0 0 0 0 4 1 4 
Pan de Azúcar Lt-PA 26°09’S / 70°40’O 0 0 0 0 1 1 0 
Huasco Lt-HCO 28°27’S / 71°13’O 1 1 1 1 29 1 29 
Isla Pájaros (île) Lt-IPO 29°34’S / 71°31’O 0 0 0 0 1 1 0 
Coquimbo Lt-COQUI 30°00’S / 71°25’O 0 0 0 0 14 1 14 
Totoralillo Lt-OTO 30°04’S / 71°22’O 0 0 0 0 1 1 1 
Tongoy Lt-TOY 30°14’S / 71°29’O 1 1 1 0 1 1 0 
Algarrobo Lt-ALGA 33°21’S / 71°40’O 1 1 1 1 10 1 10 
Pta Estaquilla Lt-EST 41°23’S / 73°44’O 1 1 1 1 1 1 0 
Ancud (Ile de Chiloé) Lt-ANC 41°48’S / 74°01’O 1 1 1 1 3 2 1 
Total L. trabeculata 13 sites  7 7 7 6 68 14 55 
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vecteur (plasmide) par ligation et de transférer le tout dans des bactéries rendues compétentes. 

La ligation a été réalisée avec le kit de clonage pGEM-T Vector System (Promega 

corporation, Madison, Wisconsin, Etats-Unis). Le vecteur utilisé est un plasmide particulier 

contenant un gène de résistance à un antibiotique, ici l’ampicilline. De plus, ce plasmide est 

ouvert au niveau du gène galZ, codant pour la beta-galactosidase. La ligation du vecteur avec 

l’insert au niveau du gène galZ a été réalisée en suivant les indications du fabricant. Les 

plasmides ont ensuite été incorporés par choc thermique (90 sec. à 42°C) dans des bactéries 

Escherichia coli rendues compétentes. Les bactéries ont été cultivées pendant une heure à 

37°C en milieu nutritif de Luria et Bertani (LB) puis étalées sur des boîtes de Pétri contenant 

du LB gélosé, supplémenté avec de l’ampicilline (100µg/mL), du X-galactose (2%) et de 

l’IPTG (0,2 M). Après une nuit à 37°C, les colonies bactériennes présentant l’insert ont été 

repiquées et mises en culture dans du milieu LB supplémenté en ampicilline pendant une nuit 

à 37°C. La présence d’IPTG (un inducteur de l’opéron lactose) et de X-Gal (galactoside 

chromogène) permet de contrôler les bactéries ayant incorporé le plasmide recombinant : dans 

les bactéries non recombinantes, le gène galZ est exprimé et les colonies bactériennes sont 

bleues. Au contraire, les bactéries possédant un plasmide ayant incorporé l’insert d’ADN ont 

un gène galZ inactif et les colonies resteront blanches. La présence de l’insert a également été 

vérifiée par PCR. Les plasmides contenant l’insert ont ensuite été purifiés suivant le protocole 

de mini-préparation d’ADN plasmidique de Sambrook et al. (1989), et les produits de 

purification ont été utilisés pour la réaction de séquençage.  

 

 Le jeu de données populationnel a été obtenu en combinant les méthodes de 

séquençage direct et d’analyse du polymorphisme de conformation simple brin (SSCP : 

Single Strand Conformation Polymorphism). Cette méthode permet d’identifier les mutations 

qui affectent la conformation de l’ADN simple brin en faisant migrer les produits de PCR sur 

un gel d’acrylamide non dénaturant (Orti et al., 1997 ; Sunnucks et al., 2000). Cette méthode 

avait été préalablement mise au point par M. Voisin et A. Meynard chez Lessonia nigrescens 

(protocole présenté en Annexe 1.2). Des haplotypes déjà séquencés ont été utilisés comme 

marqueurs de profil dans chaque gel SSCP. Afin de vérifier la fiabilité de la méthode, nous 

avons séquencé au moins deux individus par profil SSCP et par population, lorsque c’était 

possible. La plupart des profils SSCP (14 sur 18) correspondaient à une séquence unique. 

Pour deux des trois profils restants, un criblage additionnel des individus a été réalisé par 

RFLP (polymorphisme de longueur de fragments de restriction ou Restriction Fragment 

Lenght Polymorphism) au moyen d’enzymes de restriction. Les difficultés pour distinguer les 
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profils dans le sud de la zone d’étude nous ont amené à préférer la méthode de séquençage 

pour les individus de ces populations. 

 

4. Analyse des données 

 

a) Alignement des séquences et polymorphisme des quatre marqueurs de l’approche 

multilocus 

 Les séquences ont été alignées avec Chromas v 2.01 (McCarthy, 1997) et les 

alignements de séquences ont été construits avec Multalin (Corpet, 1988). Nous avons ajouté 

au jeu de données des séquences provenant de la base de données GenBank pour un autre 

individu de L. flavicans provenant des Iles Malouines (site : 51°43’S / 57’54’O, n° 

d’accession : AY851543 pour RuBisco et AY857900 pour ITS1-ITS2) et pour un individu de 

L. corrugata, espèce présente uniquement en Tasmanie (site : 41°52’S / 148°18’O, n° 

d’accession : AY851545 pour RuBisCo spacer et AY857902 pour ITS1-ITS2), séquences 

provenant de Lane et al. (2006). Les analyses ont été effectuées en considérant uniquement la 

région intergénique pour les marqueurs ITS1 et ITS2. Pour atp8/trnS, le fragment considéré 

est composé de 13 paires de bases (pb) de la partie 3’ du gène atp8, de la région intergénique 

atp8/trnS et de 23pb de la partie 5’ du gène trnS. L’alignement du RuBisCo spacer consistait 

en 198pb du gène rbcL, de la région intergénique de la RuBisCo et de 121pb du gène rbcS. 

Pour chaque marqueur, nous avons calculé le nombre de sites polymorphes (s) en considérant 

uniquement les substitutions de nucléotides. Le nombre de sites avec un polymorphisme de 

type insertion-déletion (indel) a également été calculé. 

 

 La diversité génique (H) a été calculée pour chaque marqueur. Cet indice est défini 

comme la probabilité que deux allèles ou haplotypes tirés au hasard dans un échantillon soient 

différents (Nei, 1987) et est calculé selon la formule : 

 

( )∑−
−

= 21
1 ip

n

n
H  

 

avec n le nombre d’allèles ou haplotypes dans l’échantillon et pi la fréquence du i-ème 

haplotype. Cet indice a été calculé avec le logiciel Arlequin v 3.1.1 (Excoffier et al., 2005). 
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b) Analyses phylogénétiques du jeu de données multilocus 

 Les indels des jeux de données ITS1, ITS2 et RuBisCo spacer n’apportant pas 

d’information phylogénétique, ces sites ont été traités comme « données manquantes » lors 

des analyses phylogénétiques (aucun traitement spécial, option par défaut). Dans le cas du 

marqueur atp8/trnS, un polymorphisme important d’indel a été détecté. Un nombre croissant 

d’études montrent que les indels fournissent des informations phylogénétiques consistantes et 

présentent souvent de faibles niveaux d’homoplasie (par ex. Freudenstein et Chase, 2001). En 

effet, il est peu probable qu’une délétion se répète à la même position, et dans le cas d’une 

insertion, qu’il s’agisse en plus de la même séquence. Ainsi, même si le polymorphisme indel 

est moins informatif que celui de substitution, exclure les indels des analyses (soit les 

considérer comme des données manquantes, soit exclure les sites) est équivalent à éliminer 

des données potentiellement informatives (Giribet et Wheeler, 1999). Pour le marqueur 

atp8/trnS, trois méthodes de traitement des indels ont donc été utilisées : (i) en considérant les 

indels comme « données manquantes » ; (ii) en excluant les sites montrant du polymorphisme 

d’indel, ; et (iii) en recodant les indels en présence/absence. Le recodage automatisé des 

indels a été réalisé avec le menu « IndelCoder » du logiciel SeqState v 1.37 (Müller, 2006). 

Nous avons utilisé la méthode SIC (Simple Indel Coding), qui consiste à coder les indels 

comme données manquantes à l’intérieur de la matrice de données et à ajouter une matrice 

binaire de présence/absence des indels (Simmons et Ochoterena, 2000). Suivant le principe de 

parcimonie, les positions adjacentes d’indels ont été traitées comme le résultat d’un seul 

évènement.  

 Les séquences ITS1 et ITS2 ont été traitées comme deux marqueurs indépendants, car 

ces deux régions présentent des taux d’évolution différents (Hershkovitz et Lewis, 1996) et 

les analyses phylogénétiques ont été réalisées avec et sans les séquences obtenues par 

clonage. L. corrugata a été considérée comme « outgroup » (espèce externe) pour les analyses 

des marqueurs ITS1, ITS2 et RuBisCo spacer, tandis que pour les analyses de atp8/trnS, en 

l’absence de séquence disponible pour L. corrugata, L. vadosa a été considérée comme 

outgroup. 

Trois méthodes de reconstruction d’arbres sont traditionnellement utilisées : les 

méthodes de distance (dont la méthode de Neighbor Joining, NJ), le Maximum de Parcimonie 

(MP) et le Maximum de Vraisemblance (Maximum Likelihood, ML). Récemment, les 

méthodes d’inférence bayesienne se sont ajoutées. Bien que les méthodes de distances 

présentent l’avantage d’un calcul rapide, elles ne prennent en compte qu’une partie de 
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l’information disponible, car elles résument la différence entre les séquences par une matrice 

de distances (Holder et Lewis, 2003). La méthode de MP consiste à calculer un score pour 

chaque arbre à partir du nombre minimum de mutations qui pourraient produire les données à 

partir de l’arbre, puis à trouver l’arbre de score minimum. Le ML permet d’utiliser pleinement 

l’information donnée par les séquences sous un modèle d’évolution donné. L’arbre choisi est 

celui qui a la plus grande probabilité de produire les séquences observées (vraisemblance ou 

likelihood de l’arbre). Le choix objectif du modèle d’évolution optimal pour un jeu de 

données est important pour obtenir une estimation fiable de l’arbre et de ses paramètres (Bos 

et Posada, 2005).  

Pour les méthodes de MP et ML, la mesure de l’incertitude des groupements observés 

sur l’arbre peut être réalisée par la méthode des bootstraps (Felsenstein, 1985) : des pseudo-

réplicas sont produits par tirage aléatoire avec remise des séquences et des arbres sont 

construits à partir de ces jeux de données. Les valeurs de bootstrap représentent la robustesse 

des groupements de l’arbre en nœuds. 

La méthode d’inférence phylogénétique bayesienne est relativement récente (Holder et 

Lewis, 2003). Cette méthode d’analyse permet d’obtenir simultanément une estimation de 

l’arbre phylogénétique et la mesure de l’incertitude des nœuds de cet arbre. Pour estimer le 

soutien des nœuds des arbres, la méthode bayesienne est, de plus, généralement plus rapide 

que la méthode des bootstraps associée au Maximum de Vraisemblance. La méthode consiste 

à choisir l’arbre qui maximise la probabilité a posteriori, qui est proportionnelle à la 

vraisemblance et à la probabilité a priori de l’hypothèse. Cette probabilité a priori est la 

probabilité d’une hypothèse ou d’un paramètre qui ne s’appuie pas sur les données en cours 

d’analyse, mais sur d’autres données (expériences antérieures, connaissances générales). Le 

désavantage de la méthode réside dans le fait que les distributions des paramètres a priori 

doivent être spécifiées. Cependant, lorsque la quantité de données augmente, l’influence des 

connaissances a priori sur l’estimation de la distribution a posteriori diminue (Lewis, 2001). 

Comme la méthode de Maximum de Vraisemblance, la méthode bayesienne permet d’inclure 

des modèles d’évolution des séquences.  

 Les alignements obtenus pour chacun des marqueurs ont été analysés en utilisant trois 

de ces méthodes de reconstructions phylogénétiques : les reconstructions de maximum de 

parcimonie et de maximum de vraisemblance ont été obtenues en utilisant le logiciel PAUP* 

v 4.0b10 (Swofford, 2002) et l’inférence bayesienne avec le logiciel MrBayes v 3.1.2 

(Huelsenbeck et Ronquist, 2001). L’analyse MP a été réalisée avec les caractéristiques 

suivantes : recherche heuristique, 100 réplicas d’ajout aléatoire de séquences, option « tree-
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bisection-and-reconnection » (TBR) et le nombre maximum d’arbres en mémoire a été fixé à 

100000. La technique de bootstraps a été utilisée, avec 1000 pseudo-réplicas. Pour les deux 

autres méthodes (ML et inférence Bayesienne), nous avons utilisé le Critère d’Information 

d’Akaike (Akaike Information Criterion, AIC) obtenu avec le logiciel ModelTest v 3.7 

(Posada et Crandall, 1998) pour estimer le meilleur modèle d’évolution pour chaque jeu de 

séquences. Les modèles sélectionnés ont été K81uf + I pour les alignements du RuBisCo 

spacer et de atp8/trnS, TnEf + I pour ITS1 et HKY pour ITS2. La lettre I représente ici la 

présence de sites invariables (dont la proportion est estimée par le logiciel). Les analyses de 

ML ont été réalisées par recherche heuristique avec 100 réplicas d’ajout aléatoire de 

séquences et le soutien des nœuds a été calculé par analyse de bootstrap en effectuant 1000 

pseudo-réplicas. L’inférence Bayesienne a été obtenue en spécifiant le type général du 

modèle, c’est-à-dire le nombre de taux de substitutions différents et le mode de variation des 

taux de substitutions entre sites, comme préconisé par le constructeur du logiciel. Pour chaque 

jeu de données, l’analyse a été réalisée à partir de quatre analyses indépendantes de quatre 

chaînes chacune pendant 5.106 générations. Les arbres et les paramètres ont été échantillonnés 

toutes les 1000 générations et les paramètres par défaut ont été utilisés pour la température. Le 

premier quart des arbres échantillonnés a été exclu pour assurer la stabilisation, et les arbres 

restants ont été utilisés pour le calcul de l’arbre consensus. Dans le cas du recodage des indels 

avec la méthode SIC, la matrice mixte obtenue avec IndelCoder a été utilisée comme fichier 

source pour MrBayes. Les séquences nucléotidiques ont alors été analysées avec le modèle 

d’évolution déterminé par ModelTest, tandis que la matrice de présence/absence d’indels a été 

traitée comme données de site de restriction. 

 

c) Taux de divergence entre groupes de séquences et estimation du temps de 

divergence 

 Entre chacun des groupes phylogénétiques (lignées) définissant des clades dans les 

analyses précédentes, l’importance de la divergence a été estimée en calculant la p-distance, 

qui se définit comme la proportion p de sites nucléotidiques qui sont différents entre paires de 

séquences. Cette distance a été calculée avec le logiciel MEGA v 4.0 (Kumar et al., 2004) 

avec 1000 réplicas et en excluant les indels.  

 

 Afin d’estimer le temps écoulé depuis la séparation de deux groupes phylogénétiques 

(lignées), l’approche utilisant une « horloge moléculaire » est souvent utilisée. L’horloge 
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moléculaire fait l’hypothèse que le taux d’accumulation des substitutions est constant au cours 

du temps et entre différentes lignées, et qu’en comptant le nombre de mutations entre deux 

lignées, il est possible d’estimer la date de divergence de ces lignées. Il est cependant possible 

de relâcher cette hypothèse en permettant des différences de taux de mutation entre lignées 

(voir pour revue Pulquério et Nichols, 2006). Les algues brunes étant phylogénétiquement très 

distantes des animaux, des plantes et des algues rouges et vertes (Keeling et al., 2005), il n’est 

pas possible d’utiliser une horloge moléculaire définie pour un de ces règnes. De plus, une 

calibration directe de l’horloge moléculaire pour les algues brunes n’est pas possible du fait 

de l’absence de données fossiles. Ce problème a été récemment contourné par Hoarau et al. 

(2007), qui ont proposé une méthode indirecte pour estimer une horloge moléculaire pour les 

espèces d’algue brune Fucus en utilisant des séquences des hétérochontes les plus proches sur 

l’arbre phylogénétique et ayant à la fois des données fossiles et une base de séquences 

disponibles importante, c’est-à-dire les diatomées. Nous avons utilisé le même raisonnement 

pour calculer une horloge moléculaire pour le RuBisCo spacer pour Lessonia. Ce marqueur a 

été préféré aux trois autres marqueurs de notre analyse multilocus pour deux raisons : (i) la 

présence de multiples copies et d’évolution concertée pour les ITS en fait de mauvais 

marqueurs pour une horloge moléculaire ; et (ii) la base de données disponible pour le 

marqueur atp8/trnS dans GenBank reste pour l’instant limitée (données des articles de Engel 

et al., 2008 et Voisin et al., 2005) et surtout, le polymorphisme de type indel s’avérant 

important pour ce marqueur, il était difficile de faire l’hypothèse d’une horloge moléculaire. 

Le RuBisCo spacer paraissait donc le meilleur des quatre marqueurs pour estimer des dates de 

divergence entre lignées phylogénétiques, d’autant plus qu’un nombre important de séquences 

étaient disponibles sur GenBank pour ce marqueur. Le but ici a été d’obtenir une estimation, 

même grossière, des dates de divergence entre lignées détectées par les reconstructions 

phylogénétiques afin d’inférer les mécanismes pouvant être à l’origine de la divergence. 

Hoarau et al. (2007) ont estimé le taux de mutation pour la protéine D1 du photosystème II 

(psbA) des diatomées entre 0,08% et 0,12% par million d’années (Ma). La divergence pour 

psbA étant de 1,2% entre les deux espèces de Laminariales L. digitata (accession 

n°AY528849) et Alaria crassifolia (AY528847), la date de divergence entre ces deux espèces 

a donc été estimée entre 10 et 15Ma (1,2/0,12 et 1,2/0,08, respectivement). Le taux de 

divergence entre ces deux espèces pour le marqueur RuBisCo spacer est de 8% (accessions 

n°AY851559 et AF109802, seule la région utilisée dans notre étude multilocus a été 

considérée). Le taux de divergence du RuBisCo spacer a donc été estimé entre 0,80 et 0,53%. 

par Ma (8/10 et 8/15, respectivement). L’effet du temps de génération peut être négligé, car il 
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est équivalent pour les diatomées, Fucus, Laminaria et Lessonia nigrescens, c’est-à-dire entre 

une et quelques années (Hoarau et al., 2007 ; Chapman, 1993 ; S. Faugeron, com. pers.). La 

date de divergence entre lignées phylogénétiques a été estimée en utilisant la valeur minimale 

et la valeur maximale de p-distance calculée entre lignées avec le logiciel MEGA. 

 

d) Reconstructions de réseaux d’haplotypes 

 Les méthodes de réseaux d’haplotypes ont été développées pour incorporer les 

processus populationnels dans la construction des relations entre haplotypes 

phylogénétiquement proches (Posada et Crandall, 2001). Les réseaux permettent la 

représentation, sur une même figure, de toutes les hypothèses également parcimonieuses 

(relations ambiguës) des relations entre haplotypes. Les relations entre gènes échantillonnés 

chez des individus d’une population ne sont pas hiérarchiques, contrairement aux relations 

entre gènes échantillonnés dans des espèces différentes. Elles présentent de l’homoplasie, 

résultat de la reproduction sexuée, de mutations qui peuvent être récentes, et souvent 

d’évènements de recombinaison (Posada et Crandall, 2001). Contrairement aux méthodes de 

reconstruction d’arbres phylogénétiques, les méthodes de construction de réseaux incorporent 

la possibilité de persistance d’haplotypes ancestraux dans la population, les multifurcations et 

les réticulations. De plus, il est possible de prendre en compte la fréquence de chaque 

haplotype au sein de l’échantillon. La théorie de la coalescence montre qu’il existe une 

relation directe entre la fréquence d’un haplotype et l’âge de cet haplotype, en l’absence de 

sélection (Posada et Crandall, 2001). Afin de prendre en compte en particulier la persistance 

d’haplotypes ancestraux dans les données, nous avons donc construit des réseaux 

d’haplotypes en utilisant la méthode de median-joining implémentée dans le logiciel 

NETWORK v 4.5 (Bandelt et al., 1999). 

 

e) Analyse du jeu de données populationnel (L. nigrescens) 

 Pour chaque site d’échantillonnage et chaque lignée phylogénétique, nous avons 

calculé deux indices de diversité moléculaire pour le marqueur mitochondrial atp8/trnS : la 

diversité génique (H, la probabilité que deux haplotypes choisis au hasard soient différents, 

définie plus haut) et la diversité nucléotidique, π. Ce dernier indice est défini comme la 

probabilité que deux sites nucléotidiques homologues choisis au hasard soient différents et se 

calcule suivant la formule :  
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où dij est un estimateur du nombre de mutations ayant eu lieu depuis la divergence entre les 

haplotypes i et j, k est le nombre d’haplotypes, pi la fréquence de l’haplotype i et n la taille de 

l’échantillon. Les deux indices, H et π, ont été calculés en utilisant le logiciel Arlequin 

(Excoffier et al., 2005). La moyenne sur l’ensemble des sites échantillonnés a été calculée en 

excluant les deux sites avec moins de 28 échantillons (sites HCO et CST).  

 Etant donné que les sites échantillonnés ne sont pas régulièrement répartis le long de la 

côte (échantillonnage important autour de 29-31°S et 33°S), nous avons utilisé une méthode 

de ré-échantillonnage pour comparer les indices de diversité entre les lignées. Cela a consisté 

à calculer les indices de diversité pour 100 ré-échantillonnages aléatoires de sept localités 

dans la lignée la plus échantillonnée (lignée AI, voir Résultats). 

 Afin de tester la présence d’une divergence génétique située au niveau de la zone de 

transition biogéographique, les populations ont été regroupées en fonction de leur situation 

géographique. La localisation précise de la zone de transition biogéographique restant 

controversée (entre 30°S et 33°S), nous avons testé la présence d’une discontinuité située à 

30°S d’une part et à 33°S d’autre part. Afin de tester ces deux hypothèses, nous avons réalisé 

des analyses hiérarchiques de la variance moléculaire (AMOVA) avec le logiciel Arlequin 

(Excoffier et al., 2005). L’AMOVA permet d’étudier la distribution de la variance génétique 

entre les populations, entre les populations à l’intérieur des groupes et entre les groupes. Les 

groupes de populations ont ici été définis en fonction de trois critères : (i) la localisation par 

rapport à la latitude 30°S (nord versus sud) ; (ii) la localisation par rapport à la latitude 33°S 

(nord versus sud) ; et (iii) la position phylogénétique des haplotypes (groupes correspondant 

aux lignées phylogénétiques). L’AMOVA prend en compte les fréquences des haplotypes et 

la distance nucléotidique entre haplotypes. Une procédure de test non-paramétrique par 

permutation permet de tester la significativité des indices calculés pour chaque niveau de 

structure (groupe de populations, entre populations à l’intérieur des groupes, à l’intérieur des 

populations). Les tests ont été réalisés avec 10000 permutations. 

 L’hypothèse d’un isolement génétique par la distance (Slatkin et Hudson, 1991) selon 

laquelle il existe une relation linéaire positive entre distance génétique et distance 

géographique a été testée à l’aide du test de Mantel, implémenté dans le logiciel Arlequin 

(Excoffier et al., 2005), avec 1000 permutations et en excluant les localités HCO et CST. La 

distance génétique entre populations a été obtenue par la relation π/(1- π), où π est le nombre 

moyen de différences entre paire d’haplotypes pour une paire de populations donnée (Rousset, 
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1997). Les distances géographiques entre deux populations ont été mesurées en suivant les 

principales courbes du trait de côte pour les populations continentales et en ligne droite depuis 

la population continentale la plus proche pour les populations insulaires IPA et GBN 

(Annexe 1.3). 

 Des analyses de distribution de « match-mismatch » ont été réalisées pour chaque 

lignée phylogénétique en utilisant le logiciel Arlequin. La distribution de « match-mismatch » 

est la distribution du nombre de différences mutationnelles entre les séquences comparées 

deux à deux (Roger et Harpending, 1992), dont la pente est affectée par la démographie 

passée du groupe d’individus étudié. Une distribution multimodale est attendue dans le cas 

d’échantillons provenant de populations à l’équilibre démographique, tandis que la 

distribution est unimodale dans les populations qui ont subi une expansion démographique 

récente ou une expansion géographique. Une distribution bimodale peut cependant refléter 

une sous-structuration de l’échantillon (effet Wahlund). Les modèles d’expansion 

démographique soudaine (Roger et Harpending, 1992) et d’expansion spatiale (Excoffier, 

2004) ont été testés en utilisant 1000 bootstraps. Une valeur de bootstrap importante indique 

que le modèle s’ajuste bien aux données. Le temps depuis l’expansion la plus récente 

exprimée en fonction du taux de mutation (τ) a été calculé à partir de ces analyses de 

distribution. 

 Un réseau d’haplotypes a été construit pour les données populationnelles obtenues 

pour atp8/trnS, en utilisant la méthode de median-joining, implémentée dans NETWORK 

v 4.5 (Bandelt et al., 1999). 

 

C.  Résultats 

 

1. Approche multilocus 

a) Polymorphisme des quatre marqueurs 

 Les caractéristiques des quatre marqueurs utilisés pour l’approche multilocus sont 

indiquées dans le Tableau 1.3. Nous utiliserons ici le terme d’haplotype pour les marqueurs 

haploïdes (atp8/trnS et RuBisCo spacer) et le terme d’allèle lorsqu’on inclut les marqueurs 

ITS1 et ITS2. Les numéros d’accession des haplotypes et des allèles sont donnés en Annexe 

1.4. Pour chacun des marqueurs, l’insertion d’indels de 1pb à 46pb a été nécessaire pour 
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Tableau 1.3 : Caractéristiques des marqueurs utilisés pour l’approche multilocus. Nind : 
nombre d’individus, Nallèles : nombre d’allèles, pb : longueur en paires de bases de la région 
séquencée, s : nombre de sites avec du polymorphisme de substitution, Indels : nombre de sites 
avec du polymorphisme d’indels, H : diversité génique moyenne intra-groupe. Les groupes ont 
été définis en référence aux trois clades mitochondriaux (Nord, Z30 et AI) et aux deux clades 
ITS1 (PP et AI). 
 
 

 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 

   AI 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 

   AI 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 

   AI 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 

   AI 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 groupes Nord et Z30), AI : Aire Intermédiaire, L. nig : L. nigrescens  

(composée des groupes PP et AI), Total : tous les échantillons étudiés, incluant les espèces externes (outgroups). 
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l’alignement des séquences, avec une variation importante de la longueur de séquence intra- 

et inter-spécifique (Tableau 1.3). Les marqueurs ont pu être séparés en deux groupes en 

fonction du polymorphisme observé pour L. nigrescens : (i) atp8/trnS et ITS1, avec 22 

haplotypes et 24 allèles respectivement ; et (ii) RuBisCo spacer et ITS2 avec 13 haplotypes et 

13 allèles. De plus, les deux premiers marqueurs ont montré une proportion de sites 

polymorphes plus importante (18% et 10%) que les deux autres marqueurs (6% et 2%). 

Tandis que la plupart des haplotypes/allèles de atp8/trnS et ITS1 ont une distribution 

géographiquement restreinte, certains haplotypes/allèles de RuBisCo spacer et ITS2 ont une 

aire de distribution étendue. Ainsi, pour ITS2 l’allèle its2-11 dans le sud et its2-1 dans le nord 

sont présents sur plus de 1680 km et 1300 km de côte (de IPA à GBN et de ILO à MOC, Fig. 

1.3, voir aussi Annexe 1.5 pour le détail). De même, certains haplotypes RuBisCo spacer sont 

partagés entre populations distantes géographiquement, comme l’haplotype du sud rs7 (de 

IPA à GBN, 1680 km) et l’haplotype du nord rs1 (de ILO à COL, 850 km, Fig. 1.3 et Annexe 

1.5). Cependant, quelque soit le marqueur utilisé, nous n’avons pas détecté d’haplotype ou 

d’allèle partagé entre sites situés au nord et au sud de l’aire étudiée (17-41°S). 

 La taille et le polymorphisme des indels est fortement variable en fonction des 

marqueurs. L’alignement ITS1 a nécessité l’insertion de 53pb (indels de 1pb à 14pb), dont 

16bp nécessaires pour l’alignement des allèles de L. nigrescens (Tableau 1.3). L’insertion de 

11bp et 7bp ont été nécessaires respectivement pour l’alignement de ITS2 et de RuBisCo 

spacer (Tableau 1.3). Le marqueur atp8/trnS a montré un patron différent en termes de 

distribution des indels : la plupart des indels (37pb sur 46pb) ont dû être insérés pour aligner 

les haplotypes de L. nigrescens entre eux. Du polymorphisme d’indel a été observé dans deux 

régions distinctes du marqueur (région 1 : entre les bases 50 et 80 et région 2 : entre les bases 

122 et 127, Fig. 1.4). La première région d’indel a montré à la fois un polymorphisme de 

longueur et de substitution (trois longueurs différentes d’indel : 13, 21 et 29pb), tandis que le 

second indel, de 6 bp, ne présentait pas de polymorphisme de longueur (Fig. 1.4). 

 

b) Deux lignées divergentes au sein de L. nigrescens 

 Les reconstructions phylogénétiques sont congruentes entre marqueurs pour montrer 

que L. nigrescens forme un groupe monophylétique, avec L. trabeculata comme espèce la 

plus proche phylogénétiquement. La monophylie de L. nigrescens est soutenue par des 

valeurs élevées de soutien quelque soit le marqueur et la méthode de reconstruction 

phylogénétique (Fig. 1.5 et Fig. 1.6). A l’intérieur de ce groupe monophylétique, deux 
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Figure 1.3 : Distribution géographique des allèles de L. nigrescens pour chacun des quatre marqueurs. La taille des cercles est 
proportionnelle au nombre d’individus analysés dans chaque localité (1 à 5). La couleur des cercles représente les différents clades : 
orange-rouge pour le clade Nord (17°37’S-27°12’S), vert pour le clade Z30 (27°41’S-30°14’S, avec exception des localités ACE, IPA et 
COZ), bleu pour le clade AI (30°15’S-41°48’S + localités ACE, IPA et COZ). Pour atp8/trnS, les données montrées sont celles du sous-
échantillonnage de  l’approche multilocus. 
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Figure 1.4 : Alignement des 22 haplotypes atp8/trnS obtenus pour L. nigrescens, L. trabeculata et les espèces externes 
(outgroup) dans l’approche multilocus. Seuls les sites polymorphes sont montrés. Les séquences sont regroupées en fonction 
de leur similarité dans le polymorphisme d’indel et de substitution et les clades phylogénétiques au sein de L. nigrescens 
identifiés pour ce marqueur (Fig. 1.5) sont indiqués. Les deux régions d’indel montrant du polymorphisme à l’intérieur de L. 
nigrescens sont indiquées en grisé. 
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groupes distincts d’allèles/haplotypes ont été détectés : (i) un groupe au nord, correspondant à 

la région biogéographique de la Province Péruvienne, entre 17°37’S et 30°14’S et appelé 

« lignée PP » et (ii) un groupe au sud, correspondant à la région biogéographique de l’Aire 

Intermédiaire, entre 29°03’S et 41°48’S, appelé « lignée AI » (Fig. 1.5 et Fig. 1.6). Les 

valeurs de soutien pour la lignée PP montrent des variations en fonction de la méthode de 

reconstruction phylogénétique utilisée et de la manière dont les indels sont traités (Fig. 1.5 et 

Fig. 1.6). Tandis que la lignée PP est toujours monophylétique quelque soit le marqueur, la 

monophylie de la lignée AI est observée pour atp8/trnS et ITS1 uniquement (Fig. 1.5).  

 Les arbres obtenus avec les marqueurs ITS2 et RuBisCo spacer présentent une 

topologie similaire qui se caractérise d’une part par des valeurs de soutien des nœuds faibles 

en général (même en incluant la lignée PP) et d’autre part, par une polytomie pour les allèles 

ou haplotypes de la lignée AI (Fig. 1.6). Cette polytomie suggère une rétention de 

polymorphisme ancestral dans la région AI, avec des branches de longueur nulle. Ceci est 

confirmé par la structure des réseaux d’haplotypes qui montrent une séparation entre les 

allèles observés pour les individus de la région PP et ceux de AI (Fig. 1.6). L’haplotype rs7 et 

l’allèle its2-11 sont considérés comme ancestraux, du fait de leur position sur les arbres 

phylogénétiques (branche nulle au niveau de la polytomie) et sur les réseaux (position 

centrale) et également parce que ce sont les haplotypes/allèles les plus fréquents et les plus 

largement distribués (Fig. 1.3). Ces allèles ancestraux ont été observés dans la région AI 

uniquement, pour les deux marqueurs (Fig. 1.6). 

 Le marqueur atp8/trnS présente une subdivision de la lignée PP en un « clade Nord » 

et un « clade Zone 30°S » (Z30) avec de fortes valeurs de soutien pour ces clades et pour le 

clade AI (71 à 100%, Fig. 1.5). Ces deux clades de la région PP présentent des aires de 

distribution disjointes : le clade Nord est observé au nord de 27°S tandis que le clade Z30 est 

restreint à la région entre 27°S et 30°S (Fig. 1.3 et Annexe 1.5, voir également l’analyse 

populationnelle). Une telle sous-division de la lignée PP en deux clades n’a pas été détectée 

pour les trois autres marqueurs, bien qu’il n’y ait pas d’allèle/haplotype partagé entre ces deux 

sous-régions (Fig. 1.3 et Fig. 1.4). 

 En utilisant uniquement l’information de polymorphisme d’indel, quatre groupes 

d’haplotypes ont pu être distingués pour le marqueur atp8/trnS, groupes qui correspondent 

aux trois clades décrits précédemment, à l’exception du clade Z30 qui regroupe les haplotypes 

de deux longueurs différentes (1 indel de 8pb, Fig. 1.4). Le recodage des indels n’a pas 

entrainé de modification de la topologie des arbres de MP et Bayesien pour le marqueur 

atp8/trnS, seule la longueur des branches a été modifiée, les branches étant plus longues 
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Ltra 
Lfla 
Lvad 

AI 

Z30 

Nord 

PP 

0.01 

 

atp8/trnS Nord Z30 PP AI Lnig Ltra Lfla 
Z30 6.6       
AI 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 

 

A. 

B. 

0.01 

Ltra 
Lfla 
Lvad 

AI 

PP 

Lcorr 

Figure 1.5 : Arbres de Maximum de Vraisemblance (ML) et p-distances correspondantes pour 
les marqueurs atp8/trnS et ITS1. (A) marqueur atp8/trnS, jeu de données de l’approche 
multilocus, indels considérés comme données manquantes, (B) marqueur ITS1. Les valeurs de 
soutien sont présentées, avec respectivement les bootstraps de maximum de parcimonie, bootstraps 
de maximum de vraisemblance et probabilités a posteriori bayesiennes. Le signe - indique une 
valeur de soutien < 50 %. La couleur des noms des allèles est fonction du clade atp8/trnS 
d’appartenance des individus montrant ces allèles (bleu : clade AI, deux couleurs pour PP : vert pour 
le clade Z30 et rouge pour le clade Nord). Les matrices montrent les p-distances calculées entre 
clades en excluant les indels. 
 

ITS1 PP AI Lnig Ltra Lfla Lvad 
AI 2.7      
Ltra 3.0 2.5 2.8    
Lfla 4.3 4.3 4.5 2.3   
Lvad 5.1 5.1 5.3 3.1 2.5  
Lcorr 5.1 5.1 5.7 3.8 3.2 2.7 
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Figure 1.6 : Arbres de Maximum de Vraisemblance et réseaux non racinés pour les haplotypes 
RuBisCo spacer (A et B) et les ribotypes ITS2 (C et D) de L. nigrescens. Pour la légende des 
arbres voir Fig. 1.5. Dans les réseaux, les carrés rouges représentent des haplotypes ou ribotypes 
hypothétiques, non détectés dans cette étude. Les traits rouges indiquent les mutations (trait fin : 
substitution, trait large : indel). La taille des cercles est proportionnelle au nombre d’individus 
présentant les allèles. La couleur des cercles correspond au clade atp8/trnS des individus (voir Fig. 
1.5). Les flèches indiquent les allèles ancestraux pour chaque réseau (ancestralité déterminée par des 
réseaux racinés, non présentés). 
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lorsque les indels sont recodés que lorsqu’ils ne sont pas considérés (« données manquantes ») 

ou exclus (données non montrées). L’arbre présenté dans la Figure 1.5 est un arbre de ML 

avec les indels non recodés (« données manquantes »), ce qui permet de comparer entre les 

différentes méthodes de reconstruction phylogénétiques (la méthode de ML ne permettant pas 

le recodage des indels). 

 Le clonage des ITS a permis de détecter la présence d’un polymorphisme intra-

individu, avec jusqu’à trois séquences différentes par individu. Plusieurs des séquences de 

clones correspondaient à de nouveaux allèles (Annexe 1.4). Cependant, chacun des individus 

contenait des allèles soit de la lignée PP soit de la lignée AI, mais jamais des deux lignées, 

indiquant que ce polymorphisme intra-individu n’était pas le résultat d’une hybridation. De 

plus, l’ajout de ces nouveaux allèles dans le jeu de données n’a pas modifié la topologie des 

arbres phylogénétiques (données non montrées). 

 Pour les marqueurs ITS1 et ITS2, la diversité en terme de nombre d’allèles, nombre de 

sites polymorphes (s) et de diversité génique (H) était généralement plus importante pour la 

lignée PP que pour la lignée AI (Tableau 1.3). En particulier, le marqueur le plus polymorphe, 

ITS1, a montré près de deux fois plus de sites de substitution dans la lignée PP (s = 20) que 

dans la lignée AI (s = 11). Le marqueur atp8/trnS a montré exactement le même nombre 

d’haplotypes dans les lignées PP et AI pour le jeu de données multilocus, tandis que le 

nombre de sites polymorphes observés dans PP était le double de celui de AI (Tableau 1.3). 

 

c) Divergence entre lignées de L. nigrescens et datation 

 La divergence de séquences entre les lignées PP et AI, lorsqu’elle est calculée pour les 

marqueurs montrant des clades monophylétiques, est similaire ou supérieure à la divergence 

entre espèces-sœurs reconnues. Pour le marqueur ITS1, la divergence entre les lignées AI et 

PP est du même ordre de grandeur (p-distance de 2,7%) que la divergence entre L. trabeculata 

et chacune des lignées de L. nigrescens (2,5% et 3%). ou même entre L. vadosa et L. 

corrugata, deux espèces séparées par l’Océan Pacifique Sud (2,7%, Fig. 1.5). Pour le 

marqueur atp8/trnS, la divergence (calculée en excluant les sites présentant du 

polymorphisme d’indels) entre clades de L. nigrescens est près de deux fois plus importante 

que la divergence entre L. flavicans et L. trabeculata (6,3-7,3% versus 3,8%) ou entre L. 

flavicans et L. vadosa (4,0%, Fig 1.5). Toutes ces reconstructions phylogénétiques montrent 

des branches généralement plus longues pour les allèles de L. nigrescens que pour les autres 

espèces (Fig. 1.5 et Fig. 1.6). A l’intérieur de L. nigrescens, les allèles AI sont 
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systématiquement plus proches des espèces outgroup que les allèles PP (Fig. 1.5 et Fig. 1.6). 

 La date de divergence entre PP et AI a été estimée en utilisant la calibration indirecte 

de l’horloge moléculaire calculée pour le RuBisCo spacer (entre 0,53% et 0,80% par Ma). La 

divergence entre haplotypes PP et AI variant entre 0,2% et 0,9%, la date de divergence entre 

les deux lignées a donc été estimée entre 0,250Ma et 1,686Ma. 

 

2. Approche populationnelle (L. nigrescens) 

a) Distribution géographique des lignées et absence « d’admixture » 

 L’approche multilocus a permis de montrer la présence de trois clades pour le 

marqueur mitochondrial, chaque clade montrant une aire de distribution distincte (Fig. 1.3). 

Cependant, en augmentant la taille d’échantillon à environ 30 individus par site, nous avons 

pu définir plus précisément la distribution géographique de chaque clade. Neuf nouveaux 

haplotypes ont été détectés, mais les relations phylogénétiques décrites dans l’analyse 

multilocus restent inchangées. Chacun de ces nouveaux haplotypes (atp29 à atp35, atp28 et 

atp39) diffère d’haplotypes identifiés précédemment par seulement une à deux paires de bases 

(Fig. 1.5 ; n° d’accession : FJ410117 à FJ410125, Annexe 1.4). 

 Les aires de distribution des clades Nord et Z30 sont totalement disjointes et 

présentent une discontinuité abrupte localisée entre 27°12’S et 27°41’S (Fig. 1.3 et 1.7). A 

l’opposé, les aires des clades Z30 et AI présentent une région de chevauchement localisée 

entre 29°03’S et 30°14’S (Fig. 1.3 et 1.7, appelée Région de transition par la suite). Cette 

Région de transition est caractérisée par une structure de taches renfermant des populations 

composées exclusivement d’haplotypes AI (sites COZ à 29°57’S, IPA à 29°35’S et ACE à 

29°03’S, Fig. 1.7) dispersées dans l’aire de distribution du clade Z30. Il est important de noter 

que chaque population est composée d’haplotypes d’un seul clade (Fig. 1.7). Cette absence de 

mélange ou « admixture » entre clades a également été observée pour chacun des trois autres 

marqueurs utilisés dans l’approche multilocus (Fig. 1.3). 

 

b) Polymorphisme observé dans les clades et les populations de L. nigrescens 

 La méthode de SSCP nous a permis de discriminer sans ambigüité la majorité des 

haplotypes du marqueur atp8/trnS, la plupart des profils (15 sur 18) correspondant en effet à 

une séquence unique. Deux des trois profils correspondant à plus d’un haplotype ont pu être 



 

 

Figure 1.7 : Réseaux d’haplotypes du marqueur atp8/trnS pour chaque clade de L. nigrescens, analyse au niveau 
populationnel. (A) Clade Nord, (B) Clade Z30 et (C) Clade AI. Les relations entre clades sont montrées dans des réseaux 
non-racinés en incluant (D) ou en excluant (E) les sites d’indels. La localisation des haplotypes sur la carte est indiquée par 
des flèches et par le nom de la localité (voir Tableau 1.1 pour les abréviations et Annexe 1.6 pour le détail). Voir également 
la légende de la Fig. 1.4 pour les composantes du réseau. Les individus ayant un profil « C » sur les gels de SSCP sont 
représentés comme ayant l’haplotype atp4 (caractères gras). 
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ensuite identifiés par criblage en utilisant la méthode de RFLP (haplotypes atp5 et atp10 

d’une part et atp12 et atp13 d’autre part). Seules les séquences correspondant à un profil 

(profil C) n’ont pas pu être différenciées. Ce profil, exclusivement observé dans la région 

Z30, correspond à trois haplotypes, différant par une paire de base (haplotypes atp4, atp27 et 

atp29). L’haplotype atp4 étant le plus fréquent (observé dans 13 sur 19 séquences analysées) 

et occupant la position centrale du réseau d’haplotypes (Fig. 1.7), nous avons considéré tous 

les individus montrant ce profil C comme porteurs de l’haplotype atp4 pour le calcul des 

indices de diversité. Cette approximation a certainement entrainé une sous-estimation du 

polymorphisme dans cette région. 

 L’analyse de 1051 individus a révélé la présence de 31 haplotypes (Fig. 1.7 et Annexe 

1.6). Les clades Nord et AI ont été échantillonnés sur une longueur de côte similaire (1416km 

et 1815km respectivement). Le clade AI a montré un nombre d’haplotypes plus important et 

une diversité nucléotidique (π) et génique (H) plus importante que le clade Nord (Tableau 

1.4). Cependant, comme l’effort d’échantillonnage n’était pas équivalent entre ces régions, 

nous avons utilisé une méthode de ré-échantillonnage pour estimer les indices de diversité 

pour le clade AI (100 ré-échantillonnages aléatoires de sept sites sur les 17 échantillonnés). Le 

ré-échantillonnage a montré que les clades Nord et AI présentent des indices de diversité 

génique similaires : l’effort d’échantillonnage plus important pour le clade AI est donc à 

l’origine de la plus grande diversité génique détectée dans ce clade (données non montrées). 

La diversité nucléotidique reste légèrement supérieure dans le clade AI par rapport au clade 

Nord, mais les deux valeurs montrent des écart-types importants (Tableau 1.4, données non 

montrées pour le ré-échantillonnage) : ceci est la conséquence de la forte structure observée 

dans les deux clades, avec en plus la présence d’haplotypes rares dans le clade AI (Fig. 1.7). 

Une plus faible diversité génique a été observée dans le clade Z30. Ceci pourrait être 

cependant la conséquence d’une sous-estimation du polymorphisme, les haplotypes rares 

(atp27 et atp29) n’ayant pas été détectés par la méthode de SSCP. La diversité nucléotidique 

du clade Z30 est inférieure à celle des deux autres clades lorsque l’on considère comme un 

seul évènement de mutation les huit sites d’indels contigus (spécifiques au clade Z30) 

(Tableau 1.4). 

 A l’aide des analyses d’AMOVA, nous avons testé différents modèles hiérarchiques : 

les populations ont été groupées en fonction de leur localisation géographique (en situant la 

zone de transition biogéographique à 30°S ou à 33°S) ou en fonction de leur affinité 

phylogénétique (clades Nord, Z30 et AI). Seuls les résultats de l’analyse en fonction des 

clades phylogénétiques est présentée ici, cette analyse étant celle qui expliquait le mieux la 
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Tableau 1.4 : Diversité génétique à l’intérieur de L. nigrescens. %π : diversité nucléotidique, 
exprimée en pourcentage, H : diversité génique moyenne (et déviation standard) calculée sur 
l’ensemble des individus appartenant à chaque clade, sur l’ensemble des localités à l’intérieur des 
clades et pour chaque localité (en excluant celles avec moins de 28 individus, HCO et CST). Seules 
les populations polymorphes sont présentées. Dans le clade Z30, les huit indels contigus ont été 
considérés comme un évènement de mutation unique. N : nombre. 
 

Clade atp8/trnS et  
                Localité polymorphe 

N individus 
(N localités) 

N haplotypes %π (SD) H (SD) 

Clade Nord 206 (7) 6 1,6116 ± 0,9658 0,8072 ± 0,0101 
SLD 29 2 0,3305 ± 0,3198 0,5123 ± 0,0311 

Moyenne sur les localités Nord 29,4 1,14 0,0472 ± 0,1249 0,0732 ± 0,1936 
     
Clade Z30 308 (10) 6 1,1151 ± 0,7537 0,5690 ± 0.,0224 

CHS 30 2 0,1006 ± 0,1744 0,1287 ± 0,0792 
Moyenne sur les localités Z30 30,8 1,30 0,0101 ± 0,0318  0,0129 ± 0,0407 
     
Clade AI  511 (17) 18 2,0360 ± 1,2217 0,8762 ± 0,0060 

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 AI 30,1 1,72 0,1397 ± 0,1892 0,1263 ± 0,1694 

 
 
 
 
Tableau 1.5 : Analyse de variance moléculaire (AMOVA) pour l’analyse populationnelle de L. 
nigrescens avec le marqueur atp8/trnS. Les populations avec moins de 28 individus (HCO et 
CST) ont été exclues de l’analyse. 
 

Source de variation Degrés de 
liberté 

Somme des 
carrés 

Composantes 
de la variance 

Pourcentage de 
variation (%) 

Valeur de p 

Entre clades Nord, Z30 et AI 2 8860,756 13,76594 88,86 < 0,00001 
 

Entre populations à l’intérieur des clades 31 1624,550 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 génétique du marqueur mitochondrial est expliquée par 

la différenciation entre les clades (88,9%, Tableau 1.5 ; 90,2% lorsque les indels sont exclus, 

données non montrées). Cependant, la différenciation entre sites à l’intérieur des clades est 

également significative et explique plus de 10% de la variation génétique observée pour 

atp8/trnS (Tableau 1.5). La prise en compte du modèle de substitution obtenu avec ModelTest 

ne modifie pas les résultats (données non montrées). 

 Alors que des valeurs de polymorphisme relativement élevée ont été observées dans 

les clades, le polymorphisme intra-localité s’est révélé être extrêmement faible. Le nombre de 

localités montrant plus d’un haplotype mitochondrial est très limité (11 sur 34, Tableau 1.4). 

De plus, la plupart des localités polymorphes sont caractérisées par la présence d’un 

haplotype prédominant et généralement d’un haplotype rare, ces haplotypes différant d’une 

paire de base (Fig. 1.7). Ce polymorphisme intra-localité particulier se traduit par des valeurs 

de diversité géniques et nucléotidiques intra-localité faibles et des écart-types importants 

(Tableau 1.4). Trois localités montrent cependant un patron différent, avec deux haplotypes de 

fréquences similaires : SLD dans le clade Nord et MEH et PUC dans le sud de la région AI 

(Tableau 1.4 et Fig. 1.7).  

 L. nigrescens est également caractérisée par une proportion importante d’haplotypes 

privés, observés dans seulement une localité : quatre haplotypes sur six dans le clade Nord, 

trois sur sept dans le clade Z30 et 11 sur 18 dans le clade AI. La distance entre localités 

partageant des haplotypes est généralement faible, inférieure à 150km de côte dans la plupart 

des cas. Les quatre exceptions concernent les haplotypes du sud de l’aire de distribution de 

AI : les haplotypes atp6, atp7 et atp8 sont partagés entre localités distantes de 270km à 347km 

(PICHI et GBN, Fig. 1.7). Dans le clade Z30, l’haplotype atp4 a été observé dans des localités 

séparées par 132km (profils vérifiés par séquençage). C’est l’unique cas d’haplotype partagé 

entre localités non-adjacentes (le groupe de localités TON/GUANA/OTO est séparé du 

groupe TBL/CHS/CHN par les localités TEA, ARY et COZ, Fig. 1.7). A l’intérieur de chaque 

clade, les tests d’isolement par la distance ont été significatifs (tests de Mantel, valeurs de p 

de 0,009, 0,004 et 0,014 pour les clades Nord, Z30 et AI, respectivement, Fig. 1.8). Le patron 

d’isolement par la distance explique une plus grande portion de la variance dans le clade Nord 

(R2 = 0,55) que dans le clade AI (R2 = 0,15, Fig. 1.8). La localité LM s’est avérée être 

fortement différenciée des autres localités AI en comparaison avec la différenciation attendue 

en suivant le patron d’isolement par la distance. L’exclusion de cette localité augmente la 

valeur de R2 à 0,44 (valeur de p < 0,001). 

 La distribution de « match-mismatch » est clairement unimodale pour les haplotypes 
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Figure 1.8 : Différenciation génétique entre localités de L. nigrescens à l’intérieur des trois 
clades mitochondriaux : AI (en bleu), Z30 (en vert) et Nord (en orange). Pour chaque paire de 
localités, la distance génétique, calculée par la relation π/(1- π), et la distance géographique sont 
représentées. 
 

Figure 1.9 : Distribution de « match-mismatch » montrant 
l’histoire démographique des clades Nord et AI de L. 
nigrescens. Les distributions observées (histogramme) sont 
comparées à la distribution attendue sous un modèle 
d’expansion spatiale (courbe). 
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AI, tandis que le clade Nord montre une distribution bimodale (Fig. 1.9). Les modèles 

d’expansion démographique soudaine et d’expansion spatiale s’ajustent à la distribution 

observée pour le clade AI avec des valeurs de bootstrap relativement importantes 

(respectivement 0,795 et 0,781), avec des valeurs de τ de 1,4 et 1,3. Pour le clade Nord, le 

modèle d’expansion démographique soudaine montre une valeur de bootstrap négligeable 

(0,37), tandis qu’une valeur plus importante est obtenue pour le modèle d’expansion spatiale 

(0,63) avec une valeur de τ de 3,0. 

 

3. Une structure phylogéographique différente chez L. trabeculata 

 

 La distribution géographique des haplotypes et les arbres phylogénétiques sont 

présentés dans les figures 1.10 (atp8/trnS et RuBisCo spacer) et 1.11 (ITS1 et ITS2) (voir 

également Annexes 1.5 et 1.7). Les arbres sont les mêmes que ceux présentés pour l’analyse 

multilocus focalisée sur L. nigrescens (l’haplotype supplémentaire, atp103, détecté lorsque 

l’échantillonnage de L. trabeculata a été augmenté, n’a pas été inclus dans ces analyses). 

 Les arbres phylogénétiques des marqueurs atp8/trnS et RuBisCo spacer montrent que 

les haplotypes de L. trabeculata forment un clade monophylétique bien soutenu (Fig. 1.10). 

Pour le marqueur ITS1, la monophylie de L. trabeculata n’est pas soutenue (valeurs de 

soutien < 50%), ce qui semblerait dû à la persistance d’un haplotype ancestral (haplotype its1-

104) à L. nigrescens et L. trabeculata au sein du jeu de données (Fig. 1.11). Le marqueur 

ITS2 montre cependant une topologie nettement différente de celle des autres marqueurs : les 

haplotypes de L. trabeculata étant regroupés avec ceux de L. flavicans au sein d’un même 

clade monophylétique, relativement bien soutenu (Fig. 1.11). 

 Les données obtenues pour L. trabeculata montrent globalement une différenciation 

entre deux groupes d’individus, appelés « nord » et « sud », correspondant à des groupes 

monophylétiques. Ainsi, les marqueurs ITS1, ITS2 et RuBisCo spacer montrent un clade 

groupant les individus des localités situées à 15°S et 20°S (nord), tandis qu’un autre clade 

regroupe les individus situés entre 30°S et 41°S (sud) (Fig. 1.10 et 1.11). Le marqueur 

atp8/trnS montre également une structure entre « nord » et « sud », mais les haplotypes 

« nord » ne forment pas un clade monophylétique. Le nombre plus important d’individus 

analysés pour atp8/trnS montre que les deux groupes ont des distributions géographiques 

contrastées, le groupe « nord » étant présent entre 14°S et 21°S, tandis que l’unique haplotype 

« sud » est observé entre 26°S et 41°S. La sous-structure dans le clade sud suggérée par les 
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A. B. 

Figure 1.10 : Distribution géographique des haplotypes de L. trabeculata pour atp8/trnS (A) et 
RuBisCo (B).  La taille des cercles est proportionnelle au nombre d’individus. La localité Lt-HCO 
montrant un haplotype particulier pour RubisCo, est indiquée sur la figure B. Les arbres 
correspondants sont rappelés ici (C : atp8/trnS et D : RuBisco spacer).  
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A. B. 

Figure 1.11 : 
Distribution géographique 
des haplotypes de 
Lessonia trabeculata pour 
ITS1 (A) et ITS2 (B).  
Chaque cercle correspond à 
un individu. Les arbres 
correspondants sont 
rappelés ici (C : ITS1 et D : 
ITS2). 
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marqueurs RuBisCo spacer et ITS1 séparant LtHCO des autres localités, nécessiterait d’être 

confirmée par un échantillonnage plus important (Fig. 1.10 et 1.11). 

 Il est intéressant de remarquer que l’importance de la différenciation entre les groupes 

nord et sud dépend des marqueurs (si on exclue la localité LtHCO) : une mutation les séparent 

pour atp8/trnS et ITS2, tandis qu’il y a deux à trois mutations (en fonction des haplotypes) 

pour RuBiCo spacer, et trois à quatre pour ITS1. Ce faible nombre de mutations contraste par 

rapport aux forts taux de mutation de ces marqueurs très polymorphes chez L. nigrescens 

(atp8/trnS et ITS1). 

 Les trois populations pour lesquelles un nombre important d’individus (entre 10 et 29 

individus) a été analysé montrent la présence d’un unique haplotype pour atp8/trnS, donc une 

diversité intra-population nulle (Fig. 1.10). 

 

 

D.  Discussion : histoire évolutive des espèces et origine 

de la zone de transition 

 

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

spéciation 

 

 L’étude de phylogéographie de L. nigrescens a révélé la présence de deux lignées 

divergentes au sein de cette espèce morphologique, ces lignées étant présentes de part et 

d’autre de la zone de transition biogéographique 30°S. A l’aide d’un échantillonnage couvrant 

une partie importante de l’aire de distribution de l’espèce, l’utilisation de marqueurs 

provenant des trois compartiments génomiques a montré que cette zone de transition 

biogéographique correspondait à une discontinuité génétique marquée. Des différences 

importantes entre marqueurs ont cependant été observées, concernant l’intensité de la 

divergence génétique. Les marqueurs sont également discordants sur la présence d’une 

seconde discontinuité génétique à 27°S. Les scénarios qui peuvent être à l’origine de ces 

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

 Tous les marqueurs ont montré la présence d’une discontinuité génétique au sein de L. 

nigrescens, différenciant la Province Péruvienne (PP) de l’Aire Intermédiaire (AI). Cette 

concordance entre marqueurs, bien qu’il y ait des différences de topologies, suggère fortement 

que la cause principale de la divergence entre lignées est due à un facteur externe. Il est ainsi 

possible d’écarter l’hypothèse de la dérive (origine stochastique) et de la sélection sur une 

région particulière du génome comme mécanisme responsable de la discontinuité génétique 

observée entre ces deux régions biogéographiques. 

 Pour tous les marqueurs, des valeurs importantes de bootstrap et de probabilités a 

posteriori ont été observées. Une monophylie réciproque a été constatée pour les deux 

marqueurs ayant les taux d’évolution les plus importants (atp8/trnS et ITS1). Ceci contraste 

avec les marqueurs à taux de mutation faible (ITS2 et RuBisCo spacer) qui montraient une 

topologie où la lignée monophylétique PP est emboîtée dans la lignée AI. L’information 

complémentaire apportée par les réseaux d’haplotypes indique que l’absence de monophylie 

réciproque est certainement liée à la rétention d’allèles ancestraux dans la lignée AI pour ces 

deux marqueurs. La lignée PP monophylétique emboîtée peut être une étape intermédiaire, 

avant une monophylie réciproque (Omland et al., 2006 ; Avise, 2000). Ce type de patron peut 

avoir lieu lorsque la dérive génétique élimine progressivement les allèles ancestraux de 

certaines populations plus rapidement que dans d’autres populations, du fait d’une plus faible 

taille efficace ou de fluctuations démographiques. Dans le cas de L. nigrescens, la différence 

de topologie des arbres peut cependant être interprétée comme la conséquence des différences 

de taux de mutation entre marqueurs. En effet, les données de la littérature suggèrent que le 

marqueur ITS1 a un taux de mutation plus élevé que ITS2 (ex : pour Macrocystis sp. : Coyer 

et al., 2001). Le RuBisCo spacer est généralement considéré comme étant plus conservé que 

les ITS, chez les Phaeophyceae (Yoon et Boo, 1999 ; Harvey et Goff, 2006). La comparaison 

du polymorphisme entre neuf espèces de Laminariales et trois espèces de Fucales a également 

montré que RuBisCo spacer était plus conservé que atp8/trnS (Engel et al., 2008). 

 

b) Datation de la divergence entre les lignées de L. nigrescens et scénarios possibles 

 Pour les deux marqueurs montrant une monophylie réciproque, la distance entre 

lignées est du même ordre de grandeur que les distances entre les autres espèces de Lessonia 

incluses dans cette étude. Ainsi, pour ITS1, nous avons observé une divergence entre les 
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lignées PP et AI aussi importante que celle entre les espèces L. vadosa et L. corrugata, 

espèces présentes l’une à l’est, l’autre à l’ouest de l’océan Pacifique sud. Plus généralement, 

la divergence pour ITS1 entre les lignées PP et AI est du même ordre de grandeur que celle 

décrite entre espèces de Laminariales phylogénétiquement proches, comme entre les espèces 

européennes Laminaria digitata et Laminaria hyperborea (3,1% de divergence pour ITS1 et 

ITS2, Erting et al., 2004) ou entre les espèces japonaises de Laminaria (3,4 à 4,2% pour ITS1, 

Yotsukura et al., 1999). De plus, nous n’avons observé ni introgression entre les lignées AI et 

PP ni présence des deux lignées au sein d’une même localité, quelque soit le nombre 

d’individus analysés par localité. Le clonage de la région ITS a montré que les multiples 

copies détectées au sein d’un même individu proviennent toujours d’une seule lignée. 

L’absence de flux de gènes entre lignées suggère fortement la présence de deux espèces 

cryptiques avec une date de divergence ancienne. 

 Notre capacité à estimer le temps depuis la séparation des deux lignées de L. 

nigrescens est limitée par l’absence de registres fossiles de cette espèce et par l’absence 

d’évènements géologiques ou paléontologiques marquants dans cette région. L’estimation 

indirecte de l’horloge moléculaire pour le RuBisCo spacer suggère que la divergence a eu lieu 

entre 0,250 et 1,698 millions d’années (Ma). Malgré le manque de précision de notre datation, 

nous pouvons conclure que la divergence entre les lignées est ancienne et proche de la 

divergence avec l’espèce-sœur L. trabeculata. La divergence entre lignées a certainement eu 

lieu bien avant le dernier maximum glaciaire, considéré comme le facteur historique ayant 

façonné les patrons phylogéographiques de nombreuses espèces marines (Avise, 2000 ; 

Dawson, 2005 ; Maggs et al., 2008). La plupart des zones de transition biogéographiques 

côtières étudiées dans le monde correspondent de plus à des barrières historiques ou 

contemporaines à la dispersion et ces barrières ont été considérées comme la cause principale 

des discontinuités génétiques révélées par les études de phylogéographie. Dans le cas de la 

zone de transition du Pacifique sud-est située entre 30°S et 33°S, l’hypothèse de vicariance est 

au contraire difficilement soutenue, du fait de l’absence de preuves géologiques ou 

paléontologiques qui auraient pu séparer PP et AI à proximité de ces latitudes (Camus, 2001). 

 Une hypothèse alternative peut être proposée pour expliquer le patron observé d’une 

lignée PP emboîtée dans un groupe ancestral d’allèles AI. Cette topologie pourrait 

correspondre à une expansion d’aire soudaine depuis un groupe réduit d’allèles. Dans ce cas, 

la forte différenciation génétique entre les populations sources au sud et les régions 

nouvellement colonisées au nord pourrait être la conséquence d’une forte dérive génétique, 

associée non seulement aux effets de fondation mais également à l’expansion d’aire (gene 
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surfing ; Excoffier et Ray, 2008). Cette hypothèse est corroborée par le fait que le genre 

Lessonia est considéré comme un taxon d’origine subantarctique d’après ses caractéristiques 

écologiques et physiologiques (Santelices et Meneses, 2000), caractéristiques s’appliquant à 

l’ensemble de ces grandes algues brunes (appelées kelps) qui peuplent les régions d’eaux 

froides à tempérées mais qui sont presque inexistantes dans les régions tropicales (Steneck et 

al., 2002). Les analyses de « match-mismatch » effectuées pour le marqueur atp8/trnS au sein 

de chacun des clades appuient également l’hypothèse d’une expansion spatiale du clade Nord, 

probablement lié à la colonisation vers le nord.  

 Si on accepte cette hypothèse d’origine plus récente de la lignée PP, deux scénarios 

peuvent expliquer l’origine de la discontinuité génétique : (i) un changement des conditions 

environnementales et (ii) une adaptation aux conditions environnementales de la région nord. 

Des données de paléo-océanographie seraient nécessaires pour déterminer la date, la 

fréquence et l’importance des changements climatiques ayant eu lieu le long des côtes 

chiliennes entre 0,250 et 1,698 Ma avant notre ère. Les régimes de résurgence apportant les 

eaux froides et riches en nutriments vers les côtes semblent avoir été globalement persistants 

depuis l’instauration du Système du Courant de Humboldt (HSC, Thiel et al., 2007). Ces eaux 

froides favorisant la présence des populations de kelps, l’instauration du HSC pourrait avoir 

favorisé l’expansion d’aire d’espèces d’eaux tempérées froides vers le nord. Les datations 

concernant l’instauration de ce système océanographique complexe sont cependant fortement 

divergentes en fonction des auteurs, entre 1,6Ma et 35Ma (voir pour revue Camus, 2001), et 

cette période n’est que peu chevauchante avec les dates estimées pour la divergence entre 

lignées de L. nigrescens. 

 D’un autre côté, une adaptation à des conditions environnementales particulières au 

nord de la latitude 30°S est un scénario qui nécessite la présence de forts facteurs de sélection 

qui auraient affectés l’ensemble du génome. La sélection est généralement considérée comme 

trop faible dans les populations marginales pour conduire à une adaptation locale face aux 

forts effets de la dérive génétique et du fardeau d’immigration depuis les populations centrales 

(Bridle et Vines, 2007). Cependant, l’hypothèse d’une mutation bénéfique ne peut pas être 

éliminée, en particulier si cette mutation est associée à de forts effets de fondation lors de la 

colonisation du nord.  

 

 Quelles que soient les circonstances spécifiques qui ont provoqué l’extension d’aire 

vers le nord, ce scénario est un cas intéressant d’une probable spéciation par bourgeonnement 

(ou péripatrique), menant à une lignée PP généalogiquement emboîtée dans une lignée AI 
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pour les marqueurs à faible taux d’évolution. Les exemples concernent généralement des cas 

de spéciation suite à la colonisation d’îles depuis le continent (ex : îles de Macaronésie pour 

une espèce de plante : Vanderpoorten et Long, 2006) ou depuis d’autres îles (ex : espèce de 

Lépidoptère dans les îles Galápagos : Schmitz et al., 2006) ou le cas d’une espèce phytophage 

généraliste donnant naissance par « bourgeonnement » à une espèce d’insecte spécialiste 

(Morse et Farrell, 2005). A notre connaissance, ce type de processus n’avait jamais  été décrit 

en environnement côtier marin. 

 

c) Discordance entre marqueurs : une seconde discontinuité génétique à 27°S ? 

 En plus de la discontinuité phylogénétique majeure observée pour tous les marqueurs, 

atp8/trnS montre une seconde discontinuité génétique autour de 27°S de latitude, avec une 

division de la lignée PP en un clade Z30 et un clade Nord, tous les deux très fortement 

soutenus. Ces deux clades divergent par un polymorphisme à la fois d’indel et de substitution. 

De plus, la divergence entre ces deux clades est du même ordre de grandeur que la divergence 

entre AI et chacun de ces clades PP, suggérant également une origine ancienne de cette 

discontinuité. La distribution géographique des deux clades est disjointe, avec une 

discontinuité abrupte entre 27°12’S et 27°41’S, mais aucune zone de transition 

biogéographique ou écologique n’a été reportée à cette latitude (Camus, 2001 ; Thiel et al., 

2007). 

 La discordance entre ce marqueur mitochondrial et les marqueurs des autres 

compartiments génomiques suggère que cette seconde discontinuité génétique pourrait être 

expliquée par l’effet de la sélection ayant affecté uniquement le génome mitochondrial. 

Ballard et Rand (2005) et Bazin et al. (2006) ont discuté de l’importance de la sélection sur 

l’évolution de ce génome, en particulier du fait du rôle de la mitochondrie dans des fonctions 

physiologiques importantes, telles que la respiration cellulaire. Par auto-stop, la région 

intergénique atp8/trnS pourrait avoir été affectée par la sélection et la discontinuité à 27°S 

pourrait refléter une adaptation spécifique à un environnement plus fortement influencé par 

les évènements ENSO ou à une température de surface de l’eau plus élevée (Castilla et 

Camus, 1992 ; Camus, 2001). Pour tester ce point spécifique, il serait nécessaire de réaliser 

des études de physiologie dans les différents environnements et de tester le rôle du génome 

mitochondrial dans des adaptations potentielles à un environnement spécifique.  

 Une hypothèse alternative est que la discontinuité phylogéographique à 27°S est 

d’origine stochastique, c’est-à-dire déterminée par la dérive génétique : les marqueurs 
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mitochondriaux, en particulier pour les espèces à faible capacité de dispersion, sont plus 

susceptibles de montrer des discontinuités phylogéographiques « par hasard » que les 

marqueurs nucléaires en l’absence de barrières à la dispersion (Irwin, 2002 ; Kuo et Avise, 

2005). L’absence d’allèles partagés entre les clades Nord et Z30 pour atp8/trnS mais aussi 

pour les trois autres marqueurs et le nombre important d’individus analysés dans cette région 

suggèrent une absence de flux de gènes entre populations situées de part et d’autre de 27°S. 

 

d) Des flux de gènes limités à l’intérieur des lignées et une structure singulière dans 

la zone de transition 

 Au sein de chaque clade mitochondrial, l’analyse populationnelle confirme la très 

faible capacité de dispersion de ce complexe d’espèces, déjà reportée par Faugeron et al, 

(2005). Dans la Région de transition, dominée par des individus de la lignée PP, nous avons 

observé une distribution en « taches » de plusieurs populations, exclusivement constituées 

d’individus de la lignée AI. De rares évènements de dispersion à longue distance depuis les 

populations AI plus au sud pourraient expliquer cette structure en taches. De plus, ce patron 

est cohérent avec la présence des courants généralement orientés vers le nord. Il est cependant 

difficile de distinguer ce scénario d’un scénario de modification des aires de distribution qui 

aurait pu avoir lieu par le passé. Quoiqu’il en soit, il est néanmoins remarquable d’observer 

que, probablement à cause d’une capacité de dispersion limitée, les deux lignées n’ont pas 

étendu leur aire de distribution au-delà de cette Région de transition (29°03’S-30°14’S). 

 Cette très faible dispersion associée à l’absence de flux génique peut avoir contribué 

au maintien de la signature génétique pendant une longue période de temps (Irwin, 2002). En 

effet, aucun génotype multilocus mixte (contenant des allèles des deux lignées AI et PP) n’a 

été observé, malgré un échantillonnage important dans la Région de transition. De plus, et de 

façon concordante avec le patron général de monomorphisme intra-population, chaque 

population échantillonnée dans la Région de transition est fixée soit pour des allèles PP, soit 

pour des allèles AI. Cette Région de transition ne correspond donc pas à une zone de 

transition avec un remplacement graduel d’une lignée par l’autre, mais plutôt à une zone de 

parapatrie, avec une aire de chevauchement entre deux espèces. L’importance du processus de 

spéciation observé chez L. nigrescens et les mécanismes contribuant au maintien de l’intégrité 

des lignées feront l’objet du second chapitre. Nous nous focaliserons en particulier sur cette 

Région de transition, où les deux lignées sont présentes dans des sites séparés par des 

distances géographiques insuffisantes pour empêcher toute dispersion. 
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2. Une histoire différente pour L. trabeculata 

 

 Les données obtenues pour L. trabeculata suggèrent une histoire différente de celle de 

L. nigrescens. Le nombre d’individus analysés par marqueur est limité (six à 68 individus en 

fonction du marqueur, Tableau 1.2), du fait de difficultés rencontrées lors de l’extraction 

d’ADN. Néanmoins, nous pouvons remarquer certaines différences entre les deux espèces de 

Lessonia étudiées. Notre échantillonnage nous permet tout d’abord de confirmer que l’aire de 

distribution de L. trabeculata s’étend au moins entre 14°03’S et 41°48’S. La présence de 

l’espèce au nord de 23°S avait été préalablement suggérée par Villouta et Santelices (1986).  

 La majorité des marqueurs utilisés montrent que L. nigrescens et L. trabeculata sont 

des espèces-sœurs, proches phylogénétiquement. La discordance observée pour ITS2, avec un 

clade formé des haplotypes de L. trabeculata et L. flavicans, pourrait être due à de 

l’homoplasie ou à de la rétention de polymorphisme ancestral, ce marqueur montrant un faible 

taux de mutation. La proximité phylogénétique entre L. nigrescens et L. trabeculata, 

également montrée par Lane et al., (2006), suggère que la divergence entre les deux espèces a 

eu lieu dans la région AI, au nord de 42°S (L. trabeculata n’étant pas présente plus au sud) et 

serait associée à une adaptation à l’habitat intertidal pour L. nigrescens. L’absence 

d’haplotype partagé entre L. nigrescens et L. trabeculata, y compris pour les localités où elles 

sont en sympatrie et pour les marqueurs de faible taux de mutation, suggère que l’isolement 

reproducteur entre ces taxa est complet et ancien. 

 La distribution de la diversité génétique entre marqueurs chez L. trabeculata est 

clairement différente de celle de L. nigrescens. Les marqueurs considérés comme ayant des 

taux de mutation élevés (atp8/trnS et ITS1) montrent un faible polymorphisme, alors que le 

RuBisCo spacer montre la plus forte variabilité avec quatre haplotypes détectés sur un 

échantillonnage de sept individus (à comparer avec 13 haplotypes pour 127 individus pour L. 

nigrescens). De plus, les haplotypes centraux du sud (rs104) et du nord (rs102) sont séparés 

par deux mutations, soit une distance égale à celle entre les haplotypes centraux (ancestraux) 

de L. nigrescens (rs7) et L. trabeculata (rs104).  

 De façon similaire au patron observé pour L. nigrescens, les populations de L. 

trabeculata étudiées au niveau intra-populationnel (trois localités, 10 à 29 individus par 

localité) pour le marqueur atp8/trnS montrent un polymorphisme nul. Cependant, tandis que 

les haplotypes de L. nigrescens se caractérisent par une faible étendue géographique (< 

150km en général, une exception de 350km), les haplotypes de L. trabeculata sont présents 
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sur de très grandes étendues côtières : 430km pour l’haplotype atp102 au nord et 2050km 

pour l’haplotype atp101 au sud.  

 En conclusion, chez L. trabeculata, il semble qu’il n’y ait pas de discontinuité 

génétique marquée correspondant à la zone de transition biogéographique 30°S, mais qu’une 

différenciation existe entre des individus situés au nord de 21°S et ceux au sud de 26°S. Cette 

discontinuité génétique correspondrait plutôt à la discontinuité observée pour le marqueur 

atp8/trnS chez L. nigrescens (discontinuité à 27°S) qu’à la zone de transition biogéographique 

décrite entre 30°S et 33°S. Un échantillonnage plus important est cependant absolument 

nécessaire afin d’inférer correctement l’histoire de cette espèce. Les différences de traits 

d’histoire de vie entre les deux espèces et leurs conséquences possibles sur la distribution de 

la diversité génétique seront discutées dans la partie suivante. 

 

3. Comparaison entre espèces : histoire de la zone de transition et 

importance des traits d’histoire de vie 

 

 Notre étude de la phylogéographie de deux espèces de Laminariales, Lessonia 

nigrescens et Lessonia trabeculata, a mis en évidence deux histoires contrastées, bien que ces 

espèces soient phylogénétiquement proches et aient des traits d’histoire de vie relativement 

similaires. Nous discuterons tout d’abord les facteurs qui peuvent être à l’origine de la 

différence observée entre ces espèces, puis nous comparerons nos données avec celles 

d’autres espèces présentes dans la région d’étude, afin d’inférer plus précisément l’histoire de 

la zone de transition biogéographique 30°S. Cette comparaison entre espèces nous permettra 

de tester les hypothèses de phylogéographie présentées en introduction de ce chapitre, à savoir 

la corrélation entre capacité de dispersion et structure phylogéographique et la concordance 

géographique des discontinuités phylogénétiques entre taxa d’une part, et avec la zone de 

transition biogéographique d’autre part. Nous terminerons en présentant les mécanismes 

pouvant contribuer au maintien de cette zone de transition biogéographique. 

 

a) L. nigrescens et L. trabeculata : des histoires différentes sur une même aire de 

distribution 

 Le patron de structure génétique contrasté entre les deux espèces-sœurs L. nigrescens 

et L. trabeculata pourrait être la conséquence de deux types de différences : (i) des différences 
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intrinsèques entre espèces (capacité de dispersion, habitat, taux de mutation) et/ou (ii) des 

différences dans l’histoire des espèces (expansion récente vs. ancienne, différence de 

perception des barrières passées à la dispersion). 

 Tout d’abord, la présence plus fréquente d’individus de L. trabeculata échoués sur les 

plages suggère que L. trabeculata présenterait une capacité de dispersion à plus grande 

distance que L. nigrescens. Une étude de génétique des populations à l’aide de marqueurs plus 

variables (type microsatellites) permettrait de tester spécifiquement cette hypothèse. Nos 

résultats concordent également avec l’hypothèse que la structure génétique attendue est plus 

faible dans l’étage subtidal que dans l’étage intertidal, du fait des conditions plus homogènes 

en subtidal (Marko, 2004). La ségrégation par la hauteur sur l’estran reste cependant relative 

entre les deux espèces de Lessonia ; il n’est pas rare d’observer des individus de L. nigrescens 

en subtidal, jusqu’à 5 m de profondeur, et des individus de L. trabeculata en intertidal, 

généralement dans des flaques restant sous l’eau à marée basse (C. Olivares, com. pers. et 

obs. pers.).  

 Ensuite, la plus grande variabilité génétique observée pour L. nigrescens pourrait être 

liée à des différences de taux de mutation efficace. L’ensemble des arbres phylogénétiques 

montrent en effet des différences de longueur de branches entre les trois taxa identifiés : les 

branches des haplotypes de la lignée PP sont en moyenne plus longues que celles de la lignée 

AI, elles mêmes plus longues que celles de L. trabeculata. Baer et al. (2007) recensent quatre 

hypothèses pour expliquer les différences de taux de mutation efficace entre espèces : (i) 

l’hypothèse du système de réparation de l’ADN : l’accumulation de mutations dépend de 

l’efficacité du système de réparation des dommages de l’ADN ; (ii) l’hypothèse de différences 

de taux métabolique : un taux métabolique important entraîne une plus forte production de 

radicaux libres, entraînant des dommages à l’ADN et un taux de mutation plus important ; 

(iii) l’hypothèse du temps de génération : à taux de mutation égal, plus le temps de génération 

est court, plus les espèces ont la possibilité d’accumuler des mutations au cours d’une période 

de temps donnée ; et (iv) la sélection variable. Cette dernière hypothèse est liée à la théorie 

quasi-neutraliste de l’évolution : la plupart des mutations ont des effets faiblement délétères, 

de telle façon que leur évolution est inversement liée à la taille efficace des populations et que 

la dérive prédomine sur la sélection purifiante. A taux de mutation égal, les petites 

populations sont donc susceptibles de montrer un taux de mutation efficace (mutations 

accumulées) plus important que les grandes populations. Il est souvent difficile de différencier 

ces quatre hypothèses pour expliquer une différence de taux de mutations entre espèces, mais 

elles peuvent être discutées en fonction des connaissances sur la biologie des deux espèces de 
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Lessonia. La croissance des frondes est plus rapide chez L. trabeculata que chez L. 

nigrescens, mais s’accompagne d’une forte érosion distale, entrainant une croissance nette 

proche de zéro chez cette espèce (Tala et Edding, 2005 ; Vásquez et al., 2008). L’hypothèse 

d’un taux métabolique plus important pour expliquer un taux de mutation plus élevé chez L. 

nigrescens est donc difficilement soutenue par ces données. Concernant le temps de 

génération, la taille à première maturité est difficile à évaluer chez L. trabeculata du fait de la 

croissance quasiment nulle des adultes, et l’âge à maturité n’a pas été estimé (Vásquez et al., 

2008). Les études chez L. nigrescens montrent cependant que les caractéristiques de taille et 

âge à maturité dépendent fortement des conditions locales (latitude, exposition aux vagues) et 

de facteurs anthropiques (pression de récolte), ce qui complique la comparaison entre espèces 

(Vásquez et al., 2008). En revanche, la fragmentation plus importante des populations due à la 

restriction de l’habitat sur la bande étroite de l’estran pour L. nigrescens suggère que les 

tailles efficaces des populations sont effectivement plus faibles que pour L. trabeculata (Thiel 

et al., 2007 ; S. Faugeron, com. pers.) et pourraient donc expliquer, en partie, la différence 

observée dans les taux de mutation efficace entre L. trabeculata et les lignées PP et AI de L. 

nigrescens. 

 Enfin, les patrons phylogéographiques contrastés entre L. nigrescens et L. trabeculata 

pourraient témoigner d’une histoire différente entre ces espèces. Premièrement, il est possible 

que la structure phylogéographique de L. trabeculata n’ait pas été affectée par les évènements 

anciens relatifs à la zone de transition biogéographique 30°S si l’histoire de celle-ci est 

marquée par une expansion d’aire récente, probablement associée à une colonisation depuis le 

sud vers le nord. Deuxièmement, il est également possible que les deux espèces diffèrent 

quant à leur perception de barrières passées aux flux géniques suite à des différences 

physiologiques, ce qui rendrait compte de la dissemblance entre leur patron 

phylogéographique. Par exemple, diverses publications montrent que : (i) la tolérance aux 

hautes températures est plus faible pour L. nigrescens que pour L. trabeculata (survie des 

gamétophytes et des sporophytes en laboratoire : Peters et Breeman, 1993), mortalité de 

sporophytes en populations naturelles suite aux évènements El Niño (Vega et al., 2005 ; 

Martínez et al., 2003 ; Fernandez et al., 1999), et que (ii) la tolérance aux radiations UV est 

également plus faible chez L. trabeculata que L. nigrescens (expérience effectuée sur les 

stades microscopiques ; Tala et al., 2007). Dans le paragraphe suivant, la comparaison avec 

d’autres études de phylogéographie effectuées dans la même région géographique va 

permettre de discuter comment les traits d’histoire de vie façonnent la réponse des espèces à 

un même événement historique. 
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b) Comparaison entre espèces à traits d’histoire de vie contrastés : mécanismes à 

l’origine de la zone de transition 30°S et contribuant à son maintien 

 Les caractéristiques des différentes études de phylogéographie et de génétique des 

populations qui ont été réalisées sur des espèces marines traversant la zone de transition 

biogéographique 30°S sont résumées dans le Tableau 1.6. Cette synthèse de la littérature 

incorpore des mémoires de thèse récents, ainsi que des éléments d’articles publiés ou en 

préparation. Seules les études où le nombre d’individus était supérieur à 1 individu par site et 

où la région comprise entre 29°S et 31°S était étudiée ont été retenues.  

 

Une absence de discontinuité génétique associée à la zone de transition biogéographique 

30°S (six espèces) 

 Des études de phylogéographie publiées ou en cours montrent une absence de 

discontinuité génétique au niveau de la zone de transition biogéographique 30°S pour une 

variété de taxa, incluant des algues, des invertébrés marins et une espèce de poisson. La seule 

étude publiée dans la région d’étude concerne le gastéropode benthique Concholepas 

concholepas (Cárdenas et al., 2009). Cette espèce d’origine péruvienne est caractérisée par 

une capacité de dispersion larvaire à grande distance (durée de vie larvaire supérieure à trois 

mois). Sa présence dans les registres fossiles au sud de 30°S de latitude a pu être datée de la 

première moitié du Pléistocène. L’étude phylogénétique a montré l’absence de discontinuité 

génétique dans l’ensemble de l’aire de distribution de l’espèce (11°S-49°S), incluant les deux 

zones de transition biogéographiques décrites au Chili (30°S et 42°S). Les auteurs suggèrent 

qu’une expansion démographique à partir d’un unique haplotype a probablement effacé la 

signature de structure génétique préexistante. Cette expansion démographique chez C. 

concholepas a été estimée à environ 400000 ans avant notre ère, en se basant sur la 

distribution « match-mismatch » pour le marqueur mitochondrial COI. Cette date d’expansion 

correspond à la période interglaciaire la plus longue et la plus chaude du Pléistocène, période 

favorable pour cette espèce originaire d’eaux plus chaudes (Ortlieb et al., 2003).  

 Un patron similaire, avec une expansion démographique datée à 250000 ans, a été 

observé pour la galathée Pleuroncodes monodon, espèce se caractérisant par une capacité de 

dispersion importante, avec tout ou partie du cycle de vie pélagique (P. Haye, com. pers.). Le 

poisson benthique Trachurus murphyi montre également une absence de structure 

phylogéographique sur l’ensemble de son aire de distribution, incluant la Nouvelle Zélande 

(Cardenas et al., soumis). Un signal d’expansion démographique a également été observé 



 

 

Tableau 1.6 : Comparaison des patrons de structuration génétique d’espèces marines traversant la zone de transition biogéographique située autour 
de 30°S. Seules les études incluant des sites situés de part et d’autre des latitudes 29°S-32°S et présentant des données populationnelles sont indiquées. Pour 
chaque espèce, sont indiqués les principaux traits d’histoire de vie, les caractéristiques de l’étude génétique et ses principaux résultats, ainsi que les auteurs de 
travaux. aire : aire de distribution connue,  habitat : type d’habitat (pélagique, rocheux ou sableux) et position sur l’estran pour les espèces sessiles, 
dispersion (durée) : indique la phase de dispersion et sa durée de vie, étude génétique : indique les caractéristiques des études génétiques réalisées : étendue de 
l’aire d’étude (région), le nombre d’individus et de sites (Nind et Nsites), le type de marqueur (marqueur : mitochondrial (mt), nucléaire (nu ; msat : 
microsatellites), la concordance d’une discontinuité phylogéographique avec la zone de transition biogéographique 30°S (disc. phylo. 30°S), sa localisation 
géographique (localisation) et le type de zone de transition (type disc. phylo. : lignées à distribution chevauchantes ou non), ainsi que la présence d’un signal 
d’expansion démographique récent (exp. démo.). Les datations pour les évènements de divergence et d’expansion démographique sont indiquées dans le texte. 
ND : donnée non disponible. 
 

Traits d’histoire de vie Etude génétique Espèce 
(nom 

vernaculaire) 
Classification 

Aire Habitat Dispersion (durée) Région 
Nind 

(Nsites) 
Marqueurs 

Disc. 
phylo. 
30°S 

Locali- 
sation 

Type disc. 
 phylo. 

Exp.  
demo. 

Auteurs 

Espèces sans discontinuité phylogéographique à 30°S 

Concholepas 
concholepas 
(loco) 

Mollusque,  
Gastéropode 

6°S – 56°S rocheux,  
intertidal  
et subtidal 

larve planctonique 
(>3 mois) 

11°S– 
49°S 

337 ind 
(14 sites) 

COI (mt) non - - oui L. Cárdenas, 
J.C. Castilla,  
F. Viard (2009) 

             
Pleuroncodes 
monodon 
(galathée rouge) 

Crustacé, 
Décapode 

6°S – 42°S forme 
bentho- 
pélagique  
et forme 
 benthique 

variable selon la forme 
mais importante 

6°30’S– 
36°60’S 

44 ind 
(9 sites) 

COI (mt) non - - oui P.A. Haye,  
P. Salina,  
E. Acuña,  
E. Poulin 

             
Cancer setosus 
(crabe soyeux) 

Crustacé,  
Décapode 

18°S  – 46°S sableux et  
rocheux, 
subtidal 

larve planctonique  
(60 j) 

20°00’S- 
41°50’S 

359 ind 
(6 sites) 

allozymes 
et AFLP 

non - -  D. Gomez- 
Uchida,  
et al. (2003) 

             
Jehlius cirratus 
(balane) 

Crustacé,  
Maxillipode 

ND rocheux, 
intertidal  
haut  

larve planctonique (13-
31j) 

28°23’S– 
34°24’S 

159 ind 
(6 sites) 

COI (mt) non - -  C. Zakas,  
J. Binford,  
S.A. Navarrete,  
J.P. Wares 

             
Macrocystis sp. 
(huiro) 

Phaeophycée,  
Laminariale 

Pacifique Est, 
Nouvelle 
Zélande 

rocheux,  
subtidal 

spores à faibles distance,  
individus adultes 
dérivants sur longues 
distances (radeaux) 

18-56°S ND atp8/trnS (mt), 
ITS (nu) 

non - -  E. Macaya,  
J. Plana, 
S. Faugeron,  
J. Zuccarello 

             
Trachurus 
murphyi (jurel, 
chinchard) 

Perciformus,  
Carangidae,  
(poisson) 

Chili, 
Nouvelle 
Zélande, 
Tasmanie 

pélagique pélagique et migratoire 
(cycle de vie complet) 

20°07°S- 
39°37’S 

173 ind 
(3 sites) 

région contrôle 
(mt), 

msat (nu) 

non - - oui L. Cárdenas,  
A.X. Silva, 
A. Magoulas, 
J. Cabeza,, 
E. Poulin, 
P. Ojeda 
 (soumis) 

C
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Tableau 1.6 (suite) : Comparaison des patrons de structuration génétique d’espèces marines traversant la zone de transition biogéographique 30°S. 

 
Traits d’histoire de vie Etude génétique Espèce 

(nom 
vernaculaire) 

Classification 
Aire Habitat Dispersion (durée) Région 

Nind 
(Nsites) 

Marqueurs 
Disc. phylo. 

30°S 
Locali- 
sation 

Ttype disc. 
 phylo. 

Exp.  
demo. 

Auteurs 

Espèces montrant une discontinuité phylogéographique marquée entre 30°S et 33°S 

Notochthamalus 
scabrosus 
(balane) 

Crustacé,  
Maxillipode 

ND rocheux,  
intertidal  
moyen 

larve planctonique  
(20-37 j) 

28°23’S– 
34°24’S 

190 ind 
(9 sites) 

COI (mt) 
EF1 (nu) 

oui 30-31°S discontinuité 
des fréquences 

alléliques 

 C. Zakas,  
J. Binford,  
S.A. Navarrete,  
J.P. Wares 

             
Mesodesma 
donacium 
(macha, couteau) 

Mollusque,  
Bivalve 

5°S – 42°S sableux, 
intertidal 
et subtidal 

larve planctonique 
(26-28j) 

18°18’S– 
42°38’S 

60 ind 
(12 sites) 

COI (mt) oui 32°21’S- 
33°57’S 

distributions 
chevauchantes 
avec sympatrie 

oui, pour 
chaque 
lignée 

G. Peralta,  
J.C. Castilla,  
E. Poulin 

             
Crepipatela 
dilatata 
(crépidule) 

Mollusque,  
Gastéropode 

20°S – 43°S rocheux,  
intertidal  
et subtidal 

absente :  
développement direct  
et fécondation interne 

28°29’S– 
33°23’S 

253 ind 
(10 sites) 

COI (mt) oui 29°28’S- 
29°58’S 

distributions peu 
chevauchantes, 

parapatrie 

 A. Brante,  
M. Fernández,  
F. Viard 

             

Excirolana 
hirsuticauda 
(puce de mer) 

Crustacé,  
Isopode 

23°S – 41°S sableux,  
intertidal 

absente :  
développement direct et 
fécondation interne 

ND ND COI (mt) oui entre 30°S 
et 32°S 

allopatrie oui, pour 
chaque 
lignée 

A. Varela 
P.A Haye 
 

 

Espèces montrant une structuration phylogéographique intermédiaire 

Lontra felina  
(chungungo, 
loutre marine) 

Mammifère,  
Carnivore 

6°S – 56°S  rocheux,  
grottes  
marines 

femelles phylopatriques 13°00’S – 
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chez cette espèce, mais serait bien plus récent (postglaciaire, E. Poulin, com. pers.). 

 Une absence de discontinuité phylogéographique a été observée également pour un 

cirripède, Jehlius cirratus (Zakas et al., soumis), tandis que des données génétiques (AFLP et 

allozymes) ont montré l’absence de discontinuité génétique au sein de l’aire de distribution du 

crabe Cancer setosus (Gomez-Uchida et al., 2003). 

 Enfin, l’algue brune géante Macrocystis pyrifera montre aussi une absence de 

discontinuité phylogéographique autour de la zone de transition 30°S. Cette espèce est 

caractérisée par une très faible structure phylogéographique sur l’ensemble de son aire de 

distribution, incluant toute la côte chilienne (jusqu’au Cap Horn), la Nouvelle Zélande et 

l’Amérique du Nord (E. Macaya, com. pers.). Bien qu’il s’agisse d’une espèce de 

Laminariales, comme les espèces de Lessonia, sa capacité de dispersion est considérée 

comme remarquablement importante, du fait de la présence de structures de flottaison au 

niveau des frondes. La formation de radeaux flottants incluant des individus de Macrocystis 

matures et libérant des spores est commune le long des côtes chiliennes et permet à l’espèce 

de disperser sur l’ensemble du Pacifique entre les deux hémisphères (Macaya et al., 2005 ; 

Thiel et Gutow, 2004). L’origine de cette espèce dans les eaux du Pacifique Sud a été datée 

entre 0,01Ma et 3Ma (Coyer et al., 2001).  

  Toutes ces espèces qui montrent une absence de discontinuité génétique dans la zone 

de transition biogéographique 30°S sont caractérisées par une capacité de dispersion 

importante, en concordance avec l’hypothèse 2 de phylogéographie (Encadré 1.1). Il est 

intéressant de remarquer que pour ces mêmes espèces, lorsque leur aire de distribution s’étend 

au sud de 42°S de latitude, elles ne montrent pas non plus de discontinuité génétique associée 

à la zone de transition biogéographique 42°S (C. concholepas, M. pyrifera). Pourtant, cette 

zone de transition implique des évènements historiques, liés aux glaciations et aux 

mouvements tectoniques du Quaternaire, et des barrières à la dispersion contemporaines, liées 

aux courants et à une différence marquée de l’habitat (salinité, exposition aux vagues). 

 

Une forte discontinuité génétique séparant deux lignées (cinq espèces) 

 D’autres études de phylogéographie en cours montrent, en revanche, un patron 

similaire à celui de L. nigrescens, avec une forte divergence génétique associée à la zone de 

transition biogéographique 30°S. C’est le cas pour Notochthamalus scabrosus (cirripède, 

Zakas et al., soumis), Mesodesma donacium (« macha », bivalve, Peralta, 2008), Crepipatella 

dilatata (gastéropode, A. Brante, com. pers.) et Excirolana hirsuticauda (isopode,  P. Hayes, 

com. pers.). Dans ce groupe d’espèces, les traits d’histoire de vie sont contrastés : espèces 
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intertidales et subtidales, espèces d’habitat rocheux et des plages de sable, espèces à 

développement direct (absence de phase larvaire pélagique) ou avec une phase larvaire allant 

jusqu’à cinq semaines (Tableau 1.6). La présence d’une discontinuité phylogéographique 

correspondant à la zone de transition biogéographique 30°S n’est donc pas limitée aux 

espèces à faible capacité de dispersion. 

 Une datation de la divergence à 5,9Ma a été obtenue pour M. donacium en calibrant 

l’arbre phylogénétique à l’aide de registres fossiles (Peralta, 2008). Il est difficile de 

déterminer si cet évènement est contemporain de la divergence des lignées chez L. nigrescens 

(divergence datée entre 0,250 et 1,698 Ma), étant donné la différence dans les méthodes de 

datation.  

 Bien que les différences d’échantillonnage limitent la précision des comparaisons 

entre espèces, on peut remarquer que la localisation de la discontinuité phylogéographique 

semble dépendre de la capacité de dispersion des espèces. Ainsi, la discontinuité semble être 

abrupte pour les espèces d’invertébrés à développement direct (E. hisuticauda : entre 30°S et 

32°S, position exacte non connue ; C. dilatata : 31°S), avec une absence de mélange des 

clades. Les  espèces d’invertébrés à phase larvaire pélagique au contraire montrent une région 

de chevauchement des clades (M. donacium : entre 32°21’S et 33°57’S, soit environ 200km 

de côtes) ou une discontinuité dans la fréquence des clades, chaque clade étant présent sur 

l’ensemble de la région d’étude (N. scabrosus : 28-34°S). Les discontinuités 

phylogéographiques sont donc concordantes à l’échelle régionale entre taxa et avec la zone de 

transition biogéographique à 30°S (hypothèses 3ii et 3iii de phylogéographie, Encadré 1.1). 

 Un signal d’expansion démographique des clades, postérieur à la divergence, a été 

observé non seulement chez L. nigrescens, mais également chez M. donacium et E. 

hisuticauda (Peralta, 2008 ; P. Hayes, com. pers.). L’absence de datation de cet évènement ne 

nous permet cependant pas de préciser s’ils sont contemporains des expansions détectées chez 

les espèces ne montrant pas de discontinuité génétique : 400000 ans pour C. concholepas 

(Cárdenas et al., 2009) et 250 000 ans pour P. monodon (E. Poulin, com. pers.). 

 

Des cas intermédiaires (trois espèces) : 

 Trois espèces montrent des patrons phylogéographiques intermédiaires et ne peuvent 

pas être classées dans les deux groupes précédents : il s’agit de L. trabeculata, de l’algue verte 

Codium sp. et de la loutre marine Lontra felina (chungungo). Le cas de L. trabeculata a déjà 

été discuté et une analyse en utilisant des marqueurs plus polymorphes et sur un nombre plus 

important d’individus et de localités permettrait d’inférer plus précisément sur l’histoire de 
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l’espèce. Cependant, il est clair que cette espèce ne montre pas une discontinuité génétique 

marquée correspondant à la zone de transition biogéographique 30°S. 

 L’espèce Codium sp montre une structure phylogéographique peu prononcée, avec une 

variation clinale de fréquence des haplotypes entre 18°S et 40°S (Gonzalez et al., en prep.). 

Ce patron est en accord avec le fait qu’aucune discontinuité biogéographique n’avait été 

détectée chez les algues vertes dans cette région (Meneses et Santelices, 2000).  

 Enfin, la loutre marine Lontra felina montre un patron phylogéographique également 

peu prononcé le long des côtes chiliennes, possiblement lié au fait que cette espèce est 

présente dans ces eaux depuis seulement 148000 à 262000 ans (Vianna et al., en prep.). Une 

discontinuité de faible importance a été détectée à 30°S au niveau de la Punta Lengua de 

Vaca, mais cette discontinuité génétique est d’importance similaire à celle de six autres 

discontinuités observées entre 18°S et 40°S, et semblerait liée au comportement phylopatrique 

des femelles (Vianna et al., en prep.). 

 

Inférer l’origine de la zone de transition biogéographique 30°S  

 De la même façon que pour comprendre l’histoire d’une espèce il est nécessaire 

d’utiliser différents marqueurs moléculaires indépendants, inférer l’histoire d’une région 

nécessite d’étudier l’histoire de taxa de traits d’histoire de vie variés. Les études de 

biogéographie déterminent la localisation des provinces biogéographiques sur la base des 

aires de distribution de taxa ayant des traits d’histoire de vie et des tolérances physiologiques 

variés en incluant généralement des taxa de groupes phylogénétiques divers. Les études de 

biogéographie réalisées le long des côtes chiliennes s’accordent à considérer la zone de 

transition biogéographique 42°S comme une discontinuité majeure, tandis qu’entre 18°S et 

40°S les résultats différent selon les groupes étudiés, allant de l’absence de discontinuité 

majeure (ex : algues vertes) à des discontinuités importantes localisées souvent entre 30°S 

(ex : algues brunes) et 33°S (ex : algues rouges) ou encore à des patrons intermédiaires, 

comme le remplacement graduel des espèces sans discontinuité marquée (ex : crustacés 

peracarides) (voir pour revue : Camus, 2001  et Thiel et al., 2007). Ces discordances entre 

études ont amené Camus (2001) à définir l’Aire Intermédiaire (AI) comme une zone de 

transition entre la Province Péruvienne (PP) au nord et la Province de Magellan au sud, cette 

zone manquant de caractère biogéographique bien défini. Les résultats des études de 

phylogéographie montrent cependant une discontinuité phylogéographique majeure pour cinq 

taxa entre 30°S et 33°S de latitude renforçant ainsi l’hypothèse de la présence d’une zone de 

transition biogéographique à ces latitudes. 
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 La zone de transition biogéographique 30°S est un exemple pour lequel la capacité de 

dispersion seule ne suffit pas à expliquer les patrons observés : bien que l’absence de 

discontinuité génétique soit observée uniquement chez des taxa ayant une grande capacité de 

dispersion, l’inverse n’est pas vrai (Tableau 1.6). Les traits d’histoire de vie comme l’habitat 

(rocheux ou sableux) et l’étage sur l’estran (intertidal ou subtidal) ne semblent pas non plus 

expliquer les différences observées entre taxa (Tableau 1.6). On a vu que d’autres hypothèses 

devaient être avancées, liées à l’histoire particulière de chacune des espèces. 

 L’observation de patrons phylogéographiques concordants entre espèces de traits 

d’histoire variés, comme c’est le cas ici, suggère la présence d’une barrière extrinsèque aux 

flux de gènes ayant persisté pendant une longue période de temps (hypothèse 3 de 

phylogéographie, Encadré 1.1). Cependant, la difficulté réside dans l’identification de cette 

barrière à la dispersion. Les études de paléo-océanographie des côtes chiliennes suggérant 

qu’une barrière physique totale dans le passé semble improbable, mais les données ne 

permettent pas de décrire avec précision l’histoire de la région depuis 2Ma et d’identifier des 

traits océanographiques qui auraient pu être assez marqués pour limiter fortement les flux de 

gènes entre deux régions (Camus, 2001). Il est certain que pendant le Quaternaire le niveau 

des mers a montré des fluctuations importantes liées aux périodes glaciaires et interglaciaires 

et aux mouvements tectoniques. Par exemple, dans le système des Baies de Coquimbo 

(ensemble des baies entre 29°S et 30°S), une transgression avec un niveau des mers de 50m 

au-dessus du niveau actuel a eu lieu il y a 1,4 Ma, suivie de 4 autres lors des derniers 500000 

ans (Le Roux et al., 2006). Les transgressions dans cette région ont eu pour conséquence la 

connexion entre les différentes baies et la formation d’îles, comme par exemple au niveau de 

la pointe de Guanaqueros (localités GUANA et TON), tandis que la Punta Lengua de Vaca est 

restée émergée (localités PTLV2 et RLI, chaîne de collines Altos de Talinay culminant à 

340 m au-dessus du niveau actuel de la mer). D’autre part, l’ensemble de la côte chilienne a 

subi des variations importantes de température de l’eau. Ainsi, des registres fossiles montrent 

la coexistence d’une faune tropicale (aujourd’hui observée au nord de 6°S) et d’une faune 

d’eaux tempérées froides autour de 23°S durant la phase interglaciaire la plus chaude de 

l’hémisphère sud, il y a 400000 ans (Ortlieb et al., 2003). Cette coexistence d’espèces 

d’affinités contrastées suggère que la distribution des espèces résulte d’une interaction 

complexe entre les courants apportant des masses d’eaux chaudes et l’activité des 

résurgences. L’absence de discontinuité environnementale évidente autour de 30°S suggère 

qu’une combinaison de différents facteurs pourrait être à l’origine de la discontinuité 

biogéographique. Une connaissance plus précise des caractéristiques océanographiques 
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passées de la région serait nécessaire pour pouvoir inférer la chronologie des évènements, et 

en particulier déterminer si les divergences observées chez les cinq taxa sont la conséquence 

d’un même évènement historique ou d’évènements distincts. 

 Des zones de transition biogéographiques marines ont été décrites dans tous les 

continents, et sont généralement expliquées par une combinaison d’évènements géologiques 

et de fluctuations liées aux cycles glaciaires-interglaciaires (température de l’eau et niveau des 

mers). Ainsi, pendant les périodes glaciaires depuis 3Ma, le Détroit de Bass, entre la 

Tasmanie et l’Australie, était émergé et le sud de la Tasmanie était baigné par des eaux 

froides, constituant ainsi une barrière à la dispersion pour les espèces d’eaux tempérées 

chaudes du sud de l’Australie (Waters, 2008 ; Waters et al., 2005 ; Dawson, 2005). En 

Floride, en Basse Californie et en Californie, l’origine des zones de transition 

biogéographiques semble également liée à la présence d’une barrière physique à la dispersion 

totale mais temporaire (péninsule) ou partielle (îles et canyons altérant le régime de courants) 

(Avise, 2000 ; Dawson, 2001 ; Dawson, 2005). Deux régions présentent cependant un patron 

similaire au cas de la zone de transition à 30°S, où aucune discontinuité physique n’a été 

identifiée, que ce soit dans le passé ou actuellement : il s’agit de la région du sud-est de 

l’Australie (Etat de Nouvelle Galle du Sud, près de Sydney) et de la côte d’Afrique du Sud. 

De façon similaire, des zones de transitions biogéographiques ont été décrites : une large zone 

de transition avec un remplacement progressif des espèces subtropicales et tempérées en 

Australie (Dawson, 2005), et trois zones de transition en Afrique du Sud séparant des 

provinces biogéographiques se différenciant également par la température de l’eau (de l’ouest 

vers l’est, des provinces constituées principalement d’espèces d’eaux tempérées froides, 

tempérées chaudes, subtropicales et tropicales) (Teske et al., 2008). Alors que les zones de 

transition biogéographiques sont particulièrement marquées, les études de phylogéographie 

des espèces traversant ces zones ont montré soit une absence de discontinuité génétique soit 

une discontinuité peu prononcée (voir pour revue Dawson, 2005 pour l’Australie et Teske et 

al., 2008 pour l’Afrique du Sud). Seule la zone de transition biogéographique entre biota 

d’eaux tempérées chaudes et subtropicales en Afrique du Sud correspond à une discontinuité 

phylogéographique marquée comme attendu sous l’hypothèse 3iii d’Avise (Encadré 1.1). 

L’absence de traits géologiques ayant pu provoquer une vicariance suggère que la divergence 

a eu lieu en parapatrie et que la barrière partielle aux flux de gènes est liée à des traits 

océanographiques similaires à ceux actuels, à savoir la présence d’une discontinuité dans la 

température de l’eau, associée à des changements dans les courants et à la présence de 

résurgences permanentes (Teske, 2008).  
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 Le cas de la zone de transition 30°S serait plutôt similaire à celui de la transition entre 

biota tempéré-chaud et subtropical en Afrique du Sud, de part la concordance entre 

biogéographie et phylogéographie et de part l’absence de barrière physique à la dispersion 

marquée.  

 L’adaptation divergente à la température a été montrée dans le cas d’une espèce de 

crustacée sud-africaine, limitant la dispersion depuis l’habitat subtropical (température de 

l’eau entre 20°C et >26°C) vers l’habitat tempéré-chaud (températures entre 14°C et 22°C) 

malgré la présence de courants favorables (Teske et al., 2008). L’origine de la zone de 

transition biogéographique 30°S pourrait également être liée à des traits océanographique peu 

prononcés mais permanents dans le temps, agissant comme barrière « poreuse » à la 

dispersion. 

 

Possibles mécanismes contribuant au maintien de la zone de transition 

 Alors que des différences de température de l’eau sont responsables du maintien des 

discontinuités biogéographiques marines dans différentes régions du monde (ex : Afrique du 

Sud, Teske et al., 2008 ; Floride, Avise, 2000), la zone de transition biogéographique 30°S se 

caractérise plutôt par un gradient latitudinal des températures moyennes (Broitman et al., 

2001 ; Fig. 1.12), ainsi qu’une variation temporelle et récurrente de ces températures sous 

l’influence des évènements ENSO.  

 

 La région autour de 30°S constitue cependant aujourd’hui un des principaux centres de 

résurgence des côtes chiliennes, caractérisés par un maximum dans les vents favorables aux 

résurgences (Thiel et al., 2007). A cette latitude correspond également une discontinuité dans 

les régimes de résurgence : les vents favorables sont faibles mais persistants au nord, tandis 

qu’ils sont d’intensité forte, mais plus variable dans le temps, dans le sud (Homazabal et al., 

2004 ; Mackas et al., 2006 ; Fig. 1.13). De même, la production primaire montre une 

discontinuité autour de 30°S, avec un patron plus variable dans le sud (Thomas, 1999). Des 

traits océanographiques particuliers sont également observés à méso-échelle près de 30°S, 

pouvant entrainer soit la rétention des propagules soit leur exportation vers le large, comme 

par exemple la présence de gyres (Homazabal et al., 2004) ou encore la production de 

filaments d’eaux froides au niveau de la Punta Lengua de Vaca et de la Punta Pájaros (les 

deux extrémités du système des baies de Coquimbo, Fig. 1.14 ; Marín et Delgado, 2007). 

Dans d’autres régions du monde, de telles caractéristiques océanographiques semblent 

effectivement constituer une barrière aux flux de gènes, bien que « poreuse », avec des 
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Figure 1.13 : Indices de 
résurgence côtière le long des 
côtes du Pérou et du Chili de 
septembre 1997 à mars 2004. 
Les vents dérivés ont été calculés 
à partir des pressions au niveau 
de la mer et ont été utilisés pour 
générer des valeurs mensuelles 
de transport d’Eckman de 
surface vers le large. Les valeurs 
positives indiquent des vents en 
direction de l’équateur et des 
résurgences (bleu foncé = fortes 
résurgences).  Entre 30°S et 
42°S, les régimes de résurgences 
montrent des variations 
saisonnières, tandis qu’ils sont 
plus stables au nord de 30°S. 
Figure d’après  Mackas et al  
(2006). 
 

Figure 1.12 : Caractéristiques de température de l’eau autour de la zone de transition 30°S : 
(A) Moyenne annuelle (et déviation standard) des températures de l’eau de surface (SST) à chaque 
degré de latitude, obtenue à partir de données allant de 1930 à 1991. Ce graphe montre la diminution 
latitudinale de la moyenne et du maximum de SST vers les hautes latitudes. (B) Image satellite du 14 
Novembre 1992 montrant la présence de nombreux centres de résurgence dans cette région.  Sur la 
droite, sont situés les sites inclus dans l’étude de phylogéographie de L. nigrescens, avec les lignées 
correspondantes (bleu : AI et vert : PP). La localité IPA n’a pas été représentée (île au large). Figure 
d’après Broitman et al  (2001). 
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Figure 1.14 : Filaments d’eaux froides à proximité du système des 
baies de Coquimbo (29-31°S). Données du 16 janvier 2006. La ligne 
pointillée bleu clair correspond à l’isotherme de 18,5°C (SST), la 
ligne rouge au trait de côte. La distribution des lignées de L. 
nigrescens est également indiquée (bleu : AI ; vert : PP), ainsi que 
trois sites mentionnés dans le texte (ACE : Aceituno ; COZ : 
Coquimbo-Cruz et PTLV2 : Pta Lengua de Vaca. Figure d’après 
Marin et Delgado (2007). 
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conséquences sur le maintien de zones de transition biogéographiques et de discontinuités 

phylogéographiques (courants et gyres en Californie : Dawson, 2005 ; courants et 

résurgences en Afrique du Sud : Teske et al., 2008 ; résurgences en Nouvelle Zélande : 

Waters et Roy, 2004). 

 

E.  Conclusion 

 

 En conclusion, des facteurs environnementaux extrinsèques sont très probablement à 

l’origine de discontinuités biogéographiques et génétiques détectées entre 30°S et 33°S de 

latitude le long des côtes chiliennes. Bien que toutes les espèces ne soient pas affectées, la 

concordance entre ces différents patrons suggère fortement la présence d’une barrière aux flux 

de gènes dans le passé, qui aurait été maintenue durant une période de temps suffisamment 

longue pour permettre une divergence phylogénétique chez plusieurs taxa. En l’absence de 

discontinuité topographique ou océanographique marquée dans cette région, le scénario le 

plus probable est celui de divergence en parapatrie. Autour de 30°S, une discontinuité est 

observée pour différents facteurs environnementaux (chlorophylle, régimes de résurgences), 

tandis que d’autres montrent un gradient latitudinal (température, effets ENSO). La présence 

de conditions océanographiques particulières pourrait limiter la dispersion entre le sud et le 

nord de la zone de transition biogéographique 30°S, tandis que d’autres facteurs (température, 

nutriments liés aux résurgences) pourraient agir comme facteurs de sélection, diminuant ainsi 

la migration efficace. La comparaison entre études de phylogéographie semble montrer que 

l’étendue de la zone de transition est liée à la capacité de dispersion des espèces, suggérant 

que la barrière aux flux de gènes est actuellement partielle. La présence d’une barrière 

« poreuse » est également montrée par l’absence de discontinuité phylogéographique chez 

certaines espèces ayant une forte capacité de dispersion.  

 L’importance de la discontinuité phylogéographique chez certains taxa suggère 

cependant la présence d’espèces cryptiques, comme chez L. nigrescens. Dans ce cas précis, la 

distribution des espèces cryptiques serait alors la conséquence non seulement de la présence 

de barrières à la dispersion dans la région (résurgence, température) mais également de la 

présence de barrières reproductives. Ces barrières reproductives peuvent être la conséquence 

d’une adaptation à un environnement particulier ou être intrinsèques. L’étude des barrières 

reproductives et du rôle des facteurs environnementaux dans l’action de ces barrières fait 

l’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 AI  
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CHAPITRE II : COMPRENDRE LES MECANISMES DE 

MAINTIEN DE LA DIFFERENCIATION ENTRE LES 

ESPECES CRYPTIQUES PP ET AI DE L. NIGRESCENS 

 

A. Problématique générale 

1. L. nigrescens : un cas d’étude des barrières reproductives chez les 

Laminariales 

 

 L’étude de phylogéographie de Lessonia nigrescens a montré la présence de deux 

lignées principales, pouvant être considérées comme deux espèces suivant le concept 

phylogénétique de l’espèce (Chapitre 1). Ces espèces cryptiques seront dorénavant appelées 

espèce AI et espèce PP, tout en conservant l’idée que la définition d’espèce est, à ce stade 

du manuscrit de thèse, strictement phylogénétique. 

 A l’échelle utilisée pour l’étude de phylogéographie, les espèces PP et AI ont montré 

des aires de distribution largement allopatriques mais « chevauchantes » entre 29°03’S et 

30°14’S (Chapitre 1). Cette région de chevauchement (Région de transition) est singulière car 

elle est composée de localités composées exclusivement d’individus de l’espèce PP et de trois 

localités composées exclusivement d’individus de l’espèce AI. A l’échelle utilisée pour cette 

étude, nous n’avions donc pas détecté de localité où des individus des deux espèces seraient 

présents. La structure en mosaïque de la Région de transition (29-30°S) est une 

opportunité pour étudier les mécanismes qui contribuent au maintien de la divergence 

entre les espèces cryptiques AI et PP : dans cette région, l’environnement, et en particulier 

la latitude, est similaire entre localités AI et PP voisines, séparées par une distance 

géographique faible (entre 19 et 29 km). 

 

2. Barrières reproductives possibles chez les Laminariales 

 

 Comme décrit dans l’Introduction générale de ce manuscrit de thèse, différentes 

barrières reproductives peuvent agir pour limiter les flux de gènes entre lignées divergentes ou 
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           entre espèces proches. La grande majorité des études de spéciation étant réalisées sur des 

espèces animales ou des plantes terrestres, il est nécessaire d’adapter cette classification des 

barrières reproductives au cycle de vie complexe des Laminariales. Les figures 2.A.1 à 2.A.3 

présentent l’ensemble de ces barrières reproductives appliquées au cas des deux espèces 

cryptiques de L. nigrescens. Les barrières reproductives liées au comportement animal 

(isolements comportementaux, isolement par pollinisateur) n’ont pas été considérées. De 

même, les barrières reproductives liées aux organes reproducteurs ne sont pas pertinentes chez 

les Laminariales, le gamète mâle entrant directement en contact avec le gamète femelle, sans 

étape de transfert dans les organes reproducteurs femelles. J’ai pris en compte la présence des 

deux stades du cycle de vie des Laminariales : le sporophyte, diploïde et macroscopique, et le 

gamétophyte, haploïde et microscopique. Seules les spores (haploïdes car normalement issues 

de méiose) produites par les sporophytes ont été considérées comme une phase de dispersion, 

car les gamètes mâles semblent avoir une distance de dispersion inférieure au millimètre 

(Boland, 1995).  

 La première barrière reproductive possible est l’isolement temporel (Fig. 2.A.1). Les 

rencontres entre gamètes hétérospécifiques peuvent être limitées par des différences de 

phénologie entre espèces, liées à l’habitat ou à des différences génétiques. Cette différence de 

phénologie peut avoir lieu à deux étapes distinctes du cycle de vie : (i) une différence du pic 

de maturité des sporophytes et de libération des spores peut entraîner une asynchronie de 

maturité des gamétophytes entre espèces, et limiter ainsi les fécondations interspécifiques ; et 

(ii) les gamétophytes peuvent être présents dans un même habitat au même moment mais être 

matures à des temps différents.  

 L’ isolement écogéographique (ou isolement par l’habitat) se traduit par la présence 

des espèces dans des habitats différents, séparés par une distance géographique supérieure à la 

distance moyenne de dispersion des spores ou par une barrière physique à la dispersion. Dans 

le cas où un tel isolement serait total, chaque population devrait être constituée uniquement 

d’individus d’une seule espèce parentale. Les populations d’espèces différentes seraient alors 

séparées par la présence d’habitats non favorables (plages de sable ou rochers non-exposés 

aux vagues) sur des distances suffisamment importantes pour limiter la migration des spores. 

 J’ai ensuite séparé la contre-sélection des immigrants en deux parties, reflétant 

l’action de la sélection naturelle (i) sur les gamétophytes issus de l’immigration de spores 

(gamétophytes immigrants), et (ii) sur les sporophytes issus de la fécondation entre 

gamétophytes immigrants (appelés ici sporophytes « immigrants », bien que ces individus ne 

constituent pas la première génération de migrants) (Fig. 2.A.1). Les deux cas de contre-
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Figure 2.A.1 : Barrière reproductives pré-zygotiques possibles entre les espèces AI (en bleu) et 
PP (en vert) de L. nigrescens. L’action de la sélection naturelle considère les facteurs abiotiques et 
biotiques de l’habitat, dont l’exclusion compétitive entre les espèces AI et PP. Les individus sont 
considérés comme immigrants s’ils sont issus de la germination de spores provenant d’un habitat 
distinct (gamétophytes immigrants) ou de la fécondation entre gamètes de gamétophytes immigrants 
(sporophytes « immigrants »). Les barrières reproductives sont ici représentées comme étant totales, 
mais peuvent être partielles et interagir entre elles. Les barrières pré-zygotiques agissant lors de la 
rencontre des gamètes et celles post-zygotiques sont présentées dans les Figures 2.A.2 et 2.A.3. 
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Figure 2.A.2 : Barrière reproductives 
possibles entre les espèces AI (en 
bleu) et PP (en vert) de L. nigrescens 
lors de la rencontre des gamètes. 
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Figure 2.A.3 : Barrières reproductives post-zygotiques possibles entre les espèces AI 
(en bleu) et PP (en vert) de L. nigrescens. Les individus hybrides sont représentés en gris. 
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           sélection des immigrants reflèteraient l’adaptation des espèces à leur environnement respectif. 

La présence d’une telle barrière reproductive poserait la question de savoir quels sont les 

facteurs environnementaux, biotiques ou abiotiques, qui limitent la migration efficace entre 

habitats. L’exclusion par compétition interspécifique est un cas particulier de contre-sélection 

des immigrants. 

 Différentes formes d’isolement gamétiques sont possibles chez L. nigrescens, 

incluant l’absence d’attraction des gamètes hétérospécifiques (action des phéromones), 

l’incompatibilité gamétique intrinsèque et l’isolement gamétique compétitif (Fig. 2.A.2).  

 Les barrières d’isolement postzygotiques peuvent être intrinsèques ou extrinsèques 

et se traduire par une létalité et/ou une stérilité des hybrides (Fig. 2.A.3). Chez les 

Laminariales, la première génération d’hybrides est constituée par la phase sporophytique 

(diploïde). La létalité intrinsèque des gamétophytes produits par ces individus hybrides peut 

être considérée comme une stérilité des sporophytes hybrides. 

 

3. Objectifs et approches utilisées 

 

 Afin de distinguer les différentes formes de barrières reproductives limitant les flux de 

gènes entre les espèces AI et PP de L. nigrescens et les forces évolutives qui régissent la 

distribution géographique de ces taxa j’ai divisé cette étude en différents objectifs, utilisant 

des approches complémentaires : 

 

•  Caractérisation de l’isolement reproducteur en conditions naturelles, dans trois 

zones de contact entre espèces AI et PP, localisées dans la Région de transition (Partie 

B). L’identification d’hybrides et la quantification des flux géniques a nécessité la 

mise au point de marqueurs hypervariables et à transmission biparentale 

(microsatellites), à laquelle j’ai participé. En particulier, nous avons recherché des loci 

qui amplifient correctement dans les deux espèces.  Afin d’identifier la direction des 

flux de gènes interspécifiques, nous avons complété cette étude en utilisant le 

marqueur mitochondrial atp8/trnS, identifiant ainsi la lignée maternelle des individus. 

L’étude de génétique des populations des zones de contact permet d’inclure toutes les 

barrières reproductives agissant en conditions naturelles. Afin d’étudier plus 

spécifiquement le rôle des barrières reproductives intrinsèques, j’ai réalisé une 

expérience de croisements interspécifiques, en conditions contrôlées, dont les 
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           principaux objectifs seront exposés (en attente du génotypage de la génération filiale).   

 

•  Rôle des facteurs environnementaux dans la distribution géographique des 

espèces et dans l’isolement reproducteur (Partie C) : contre-sélection des 

sporophytes « immigrants ». Pour déterminer l’importance de cette barrière 

reproductive, une expérience de transplantation réciproque de jeunes sporophytes a été 

effectuée entre quatre localités de la Région de transition (29-30°S). Lors de cette 

expérience, la survie, la croissance et la maturité des individus ont été utilisées comme 

mesures de valeur sélective. Nous avons cherché à mettre en évidence des différences 

de valeur sélective entre individus d’espèces différentes, reflétant une adaptation aux 

conditions environnementales. Nous présenterons également brièvement une 

expérience réalisée pour tester le rôle d’un facteur environnemental particulier, la 

température, et de ses variations temporelles, comme facteur de contre-sélection des 

immigrants (résultats en cours d’analyse). 

 

•  Enfin, la détection de plusieurs variants mitochondriaux au sein d’un même individu 

(hétéroplasmie apparente) lors de l’étude de phylogéographie nous a amené à poser la 

question de l’importance d’un possible réarrangement mitochondrial dans le 

processus de spéciation et dans l’adaptation aux conditions environnementales 

(Partie D). Par clonage et séquençage, nous avons cherché à identifier les différents 

fragments. Nous avons également caractérisé l’étendue géographique de cette 

hétéroplasmie apparente. 

 

4. Choix des régions d’étude des barrières reproductives 

 

 Les zones de contact entre espèces cryptiques sont des endroits privilégiés pour étudier 

les processus de spéciation en cours et les forces évolutives impliquées dans l’isolement 

reproducteur. Nous réserverons ici le terme de Région de transition pour désigner la région 

où peuvent être présentes les deux espèces (29-30°S) et le terme de zone de contact pour 

désigner à une échelle locale les régions où les deux espèces sont à proximité géographique 

l’une de l’autre (jusqu’à quelques dizaines de kilomètres). Trois zones de contact ont été 

étudiées, avec, du nord vers le sud (Fig. 2.A.4) : (i) la région d’Aceituno (espèce AI) – Choros 

(espèce PP), (ii) la région de Coquimbo (AI) – Totoralillo (PP), et (iii) la région de Tongoy 
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Figure 2.A.4 : Localisation des sites mentionnés au cours du Chapitre 2. Pour chaque site, 
le type d’analyse réalisée est indiqué, et la partie du Chapitre 2 correspondant. Les aires de 
distribution des espèces sont basées sur les résultats obtenus avec le marqueur mitochondrial 
atp8/trnS (Chapitre 1 uniquement).  * : analyses qui ne seront pas détaillées dans ce manuscrit 
(analyses en cours). 
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           (PP) – Punta Lengua de Vaca (AI). Tandis que les deux premières zones de contact sont 

caractérisées par la présence de populations de l’espèce AI isolées dans l’aire de distribution 

de l’espèce PP, la dernière zone de contact constitue la limite sud de l’aire de distribution de 

l’espèce PP. Ces trois zones de contact sont présentes sur une échelle de 270km de côte. En 

plus des localités d’Aceituno (ACE) et Coquimbo (COZ), une troisième localité AI avait été 

détectée dans la Région de transition lors de l’étude phylogéographique : la localité insulaire 

Isla Pájaros (IPA), située à 25km du continent. Les populations connues d’espèce PP les plus 

proches sont donc également situées à 25km de la localité IPA ; de ce fait nous n’avons pas 

considéré cette localité pour l’étude des zones de contact. 

 Les sites utilisés pour les expériences de croisements, de transplantation réciproque et 

de tolérance à la température ont été choisis dans ces trois zones de contact (Fig. 2.4). 

Certaines expériences ont également inclus des sites localisés en dehors de la Région de 

transition (29-30°S), afin de distinguer l’effet de l’espèce de l’effet de la latitude. L’ensemble 

des sites mentionnés dans ce chapitre est détaillé dans la Figure 2.A.4. 
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B. Caractérisation de l’importance de l’isolement 

reproducteur dans les zones de contact entre espèces 

AI et PP de L. nigrescens : approche de génétique 

des populations 

1. Rappel de la problématique : isolement reproducteur en 

conditions naturelles 

 

a) Influence des forces évolutives dans la structure des zones de contact et zones 

hybrides 

 Les limites d’aires de distribution des espèces dépendent d’interactions complexes 

entre des forces physiques, historiques, écologiques et évolutives (Brown et al., 1996). Dans 

le cas de taxa phylogénétiquement proches (espèces-sœurs) ayant divergé en allopatrie, l’issue 

du contact secondaire entre les taxa et le maintien de l’intégrité des génomes parentaux 

dépend de l’importance de l’isolement reproducteur entre ces taxa. L’absence de barrières 

reproductives provoque la fusion des taxa en une seule espèce, tandis qu’un isolement 

reproducteur partiel peut provoquer la formation d’une zone hybride, dont la structure dépend 

du degré de différenciation génétique et écologique entre les taxa, de leur taux de dispersion 

et de la valeur sélective de leur descendance hybride (Coyne et Orr, 2004). La coexistence de 

taxa bien différenciés en sympatrie suppose qu’ils occupent des niches écologiques différentes 

au sein du même habitat. 

 Les zones de contact peuvent être décrites en fonction de la proportion de génotypes 

intermédiaires (hybrides) et de génotypes parentaux au sein des populations locales (Harrison 

et Bogdanowicz, 1997). Aux deux extrêmes d’un continuum, on peut distinguer : (i) les zones 

hybrides bimodales, où prédominent les génotypes parentaux au sein des populations, et (ii) 

les zones hybrides unimodales, où prédominent les génotypes intermédiaires. Quelque soit 

le concept d’espèce utilisé, la bimodalité au sein des populations locales indique que la 

spéciation des formes parentales est complète ou presque complète (Jiggins et Mallet, 2000). 

Les espèces ont alors acquis la possibilité de rester distinctes y compris en sympatrie.  

 Les zones hybrides peuvent être maintenues par des différences de valeurs sélectives 
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           entre génotypes parentaux le long d’un gradient environnemental (zone hybride d’écotone, 

sélection environnement-dépendante) et/ou par un équilibre entre la dispersion, permettant 

l’hybridation, et la sélection intrinsèque contre les hybrides ou contre le taxon localement rare 

(en fréquence inférieure à celle de l’autre taxon), indépendamment de l’environnement (zones 

hybrides de tension, Hewitt, 1988). Les zones hybrides d’écotones sont caractérisées par une 

meilleure valeur sélective des taxa parentaux dans leur habitat natif que dans l’habitat non-

natif, les individus hybrides pouvant avoir une valeur sélective inférieure à celle des individus 

parentaux dans l’ensemble des habitats ou une valeur sélective supérieure dans un certain type 

d’habitat, par exemple un habitat écologiquement intermédiaire entre les habitats parentaux 

(modèle de supériorité hybride limitée).  

 L’objectif de cette partie du manuscrit a été de caractériser les zones de contact entre 

les espèces AI et PP de L. nigrescens, afin d’identifier l’importance de l’isolement 

reproducteur et de pouvoir poser de nouvelles hypothèses quant aux forces évolutives 

contribuant au maintien de la structuration observée (proportion et localisation géographique 

des génotypes parentaux et des génotypes hybrides). 

 

b) Isolement reproducteur chez les kelps 

 Cette approche de quantification de l’hybridation entre espèces-sœurs est récente chez 

les Laminariales, et est rendue possible par l’utilisation de marqueurs moléculaires à hérédité 

biparentale.  

 Chez les Laminariales, l’hybridation entre espèces est généralement considérée 

dans la littérature comme relativement commune et pouvant impliquer des espèces 

différentes, et même des genres et des familles différentes (voir pour revue : Liptack et 

Druehl, 2000 ; Druehl et al., 2005 ; Bartsch et al., 2008). Cet isolement reproducteur 

incomplet serait lié au fait que la libération et l’attraction des gamètes mâles par le 

gamétophyte femelle sont sous le contrôle d’un seul et même bouquet de phéromones chez 

l’ensemble des Laminariales (lamoxirène, ectocarpène et pentadecane) (Pohnert et Boland, 

2002). Chez les espèces de Lessonia, ce bouquet a été montré chez L. variegata, et est 

probablement également conservé chez les autres espèces du genre. Cette communication 

phéromonale non spécifique semblerait être compensée par des barrières immunologiques à la 

surface des cellules, agissant comme mécanisme de reconnaissance différentielle entre les 

gamètes (voir références citées par Pohnert et Boland, 2002). La radiation rapide et récente 

des Laminariales (de Reviers et Rousseau, 1999 ; Draisrna et al., 2001) pourrait notamment 



Chapitre 2.B 

135 

 

           expliquer ces barrières reproductives incomplètes. 

 La possibilité de flux de gènes interspécifiques chez les Laminariales est généralement 

étudiée par des croisements entre gamétophytes mâles et gamétophytes femelles d’espèces 

différentes, en conditions contrôlées. Malheureusement, la possibilité de parthénogénèse et/ou 

d’apogamie chez de nombreuses espèces de Laminariales complique l’identification des 

sporophytes hybrides (issus de croisements interspécifiques) et souligne les limites de ce type 

d’approche expérimentale. Néanmoins, l’utilisation conjointe des marqueurs moléculaires 

(Druehl et al., 2005) permet de contrôler l’importance de la reproduction asexuée et surtout de 

vérifier la présence d’hybrides. Cette étude a montré que l’interprétation des croisements 

basés sur la morphologie des individus obtenus peut mener à des résultats erronés : les 

individus hybrides, comme ceux issus d’apogamie ou de parthénogénèse, peuvent en effet 

présenter une morphologie similaire à celle de l’espèce parentale (Druehl et al., 2005). 

L’hybridation entre Laminariales serait ainsi moins fréquemment obtenue en conditions 

contrôlées que ce qui est généralement admis dans la communauté scientifique. Toutefois, des 

études récentes démontrent formellement qu’elle est bien possible entre espèces du même 

genre (chez Alaria : Kraan et Guiry, 2000 et Kraan et al., 2001 ; chez Laminaria : Druehl et 

al., 2005) et même entre espèces de genres différents (Alaria marginata x Lessoniopsis 

littoralis, Liptack et Druehl, 2000).  

 D’après cette littérature, on peut alors supposer ici que les espèces phylogénétiques AI 

et PP de L. nigrescens présenteraient un isolement reproducteur incomplet. L’échantillonnage 

réalisé dans des sites distants d’une vingtaine de kilomètres dans la Région de transition 

n’avait pas montré de sites où les espèces seraient en sympatrie (Chapitre 1) : ceci pose la 

question de savoir quels sont les facteurs qui limiteraient alors l’étendue de la zone hybride : 

facteurs environnementaux (zone d’écotone) et/ou intrinsèques (zone de tension) ? 

Paradoxalement, il n’existe pas, à ma connaissance, d’article publié sur l’importance de 

l’hybridation sur le terrain entre espèces de Laminariales. La présente étude est la première 

étude de ce type entre espèces-sœurs cohabitant dans une zone de contact. 

 

c) Objectifs spécifiques 

 Afin de comprendre les mécanismes contribuant au maintien des aires de distribution 

des espèces PP et AI de L. nigrescens et en particulier dans  la Région de transition (29-30°S, 

Fig. 2.B.1), la première étape a été de caractériser plus précisément cette région : la structure 

en mosaïque se maintient-elle lorsqu’on augmente l’échantillonnage et lorsqu’on travaille à 
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Figure 2.B.1 : Localisation des sites échantillonnés pour la caractérisation des zones de 
contact entre espèces PP et AI. Les résultats de l’étude de phylogéographie sont représentés  
schématiquement par la couleur du trait de côte : bleu pour l’espèce AI et vert/orange pour 
l’espèce PP (vert : clade Z30, orange : clade Nord). Les plages de sable, habitat non favorable 
à L. nigrescens, sont représentées par un trait jaune et le nom donné dans le texte indiqué en 
italique. 
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           une échelle géographique plus fine ? Le marqueur mitochondrial atp8/trnS a pu être utilisé 

pour répondre à cette première question. 

 Le second objectif a été de déterminer l’importance de l’isolement reproducteur entre 

les espèces AI et PP en conditions naturelles. Pour cela, nous avons développé et utilisé des 

marqueurs microsatellites, marqueurs hypervariables à transmission généralement biparentale, 

qui nous ont permis d’identifier les flux de gènes à deux niveaux : (i) entre individus de même 

espèce (intraspécifique) et (ii) entre individus d’espèces différentes (interspécifique). La 

comparaison entre inter- et intra-spécifique nous a permis de prendre en compte les facteurs 

environnementaux qui peuvent limiter les flux de gènes entre populations et donc constituer 

des barrières partielles à la dispersion, comme par exemple la présence d’habitats non 

favorables (plages de sable). 

 Enfin, nous avons cherché à caractériser l’isolement reproducteur en conditions 

contrôlées, en réalisant des croisements interspécifiques. Ceci avait pour objectif de 

s’affranchir des conditions environnementales pour tester spécifiquement l’isolement 

reproducteur intrinsèque : isolement gamétique compétitif et non-compétitif. Le génotypage 

de la génération filiale, nécessaire pour identifier et quantifier les hybrides, n’ayant pas été 

complété, cette partie ne sera pas détaillée ici (seul le protocole expérimental des croisements 

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

 

2. Matériel et Méthodes 

 

a) Choix des zones de contact étudiées et échantillonnage 

 L’échantillonnage a été réalisé dans trois zones de contact identifiées dans la Région 

de transition (29-30°S) lors de l’étude de phylogéographie (Chapitre 1), en excluant le cas 

particulier de l’île Pájaros (IPA) (Fig. 2.B.1). Dans chacune des trois zones de contact, les 

sites d’échantillonnage ont été choisis de façon à inclure des sites de chaque côté des 

discontinuités d’habitat : plages de sable, où L. nigrescens est absente, ou discontinuités 

topographiques (ex : pointe rocheuse). L’échantillonnage a été réalisé tous les 5km environ, 

avec exception de la zone de contact de Tongoy-Pta Lengua de Vaca, du fait de difficultés 

d’accès aux sites et de la présence de longues plages de sables où L. nigrescens est absente 

(Fig. 2.B.1). Ces trois zones de contact se différencient par le nombre et l’étendue des plages 

de sable (Fig. 2.B.1). Au sein de chaque site, l’échantillonnage a été réalisé comme pour 



Chapitre 2.B 
 

138 

           l’étude de phylogéographie.  

 

b) Développement de marqueurs microsatellites 

 Le développement de marqueurs microsatellites spécifiques aux espèces AI et PP de 

Lessonia nigrescens a fait l’objet d’un article paru dans Molecular Ecology Ressources, dont 

je suis co-auteur (Faugeron et al., 2009 ; Annexe 3.2).  

 

 Les marqueurs microsatellites sont des marqueurs à hérédité biparentale, co-

dominants, sélectivement neutres et hypervariables (taux de mutation compris entre 5.10-2 et 

5.10-6 mutations par locus et par génération, voir pour revue Jarne et Lagoda, 1996 et Li et al., 

2002). Ils sont caractérisés par la répétition d’un motif de deux à six paires de bases, pouvant 

être purs (ex : GAGAGAGAGAGAGA), composés (ex : CACACATGTGTG) ou discontinus 

(ex : CACATTCACACATTCACA). Deux types de mécanismes mutationnels peuvent 

expliquer le taux de mutation important de ces marqueurs : (i) le glissement de l’enzyme 

polymérase durant la réplication de l’ADN et (ii) la recombinaison entre chromosomes. Les 

allèles diffèrent entre eux par le nombre de répétitions du motif et donc par leur longueur. 

L’obtention des données se fait à l’aide d’un séquenceur à capillaire où les fragments migrent 

selon leur taille dans un gel d’acrylamide non dénaturant. Du fait de leur variabilité 

importante et de leur transmission biparentale, les marqueurs microsatellites sont très 

largement utilisés en génétique des populations (Slekoe et Toonen, 2006 ; Jarne et Lagoda, 

1996), et particulièrement dans la caractérisation de l’isolement reproducteur entre taxa et 

l’étude des zones hybrides (ex : Arias et al., 2008 ; Wang et al., 2008 ; Boissin et al., 2008).  

 Une première tentative pour obtenir ces marqueurs chez le complexe L. nigrescens 

avait été réalisée en essayant d’utiliser les amorces des loci développés pour l’algue brune 

Laminaria digitata, mais elle n’avait pas été concluante (Martínez et al., 2005). Deux banques 

enrichies en microsatellites ont donc été réalisées successivement par Claire Billot et par ATG 

Genetics (Vancouver, Canada). La première banque a été réalisée à partir d’ADN provenant 

d’individus de l’espèce AI (localité Las Cruces, LC, 33°30’S) uniquement. La seconde 

banque ayant été réalisée après l’identification des deux espèces phylogénétiques au sein de L. 

nigrescens, nous avons cherché à ce que les microsatellites développés soient amplifiables et 

polymorphes à la fois pour l’espèce AI et pour l’espèce PP. En particulier, pour l’étude des 

zones de contact, des loci amplifiant bien dans les deux espèces étaient indispensables. Au 

total, neuf loci ont pu être obtenus à partir des deux banques et ont été initialement testés sur 
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           un total de 60 individus : 24 individus d’une localité de l’espèce AI (Las Cruces, LC, 

33°30’S), 24 d’une localité de l’espèce PP (PAz, 26°09’S), et 7 et 5 individus répartis 

respectivement dans les aires de distribution des espèces AI et PP (AI : localités GBN, 

CONCE, RLI et ACE ; PP : localités : TON, TEA, CHS, MOC, COL, QIN, ce dernier site 

correspondant au site PAT, voir Fig. 1.1, Chapitre 1).  

 

c) Obtention des données génétiques 

 L’extraction d’ADN et l’amplification par PCR du marqueur atp8/trnS ont été 

réalisées comme décrit dans l’étude de phylogéographie (Chapitre I). La lignée maternelle des 

individus a été déterminée en utilisant le polymorphisme de longueur du marqueur 

mitochondrial atp8/trnS. La migration des produits PCR sur gel d’agarose à 2% a permis de 

discriminer les lignées. Des individus pour lesquels la séquence atp8/trnS était connue ont été 

utilisés comme marqueurs de taille dans chacun des gels. 

 Afin de choisir parmi les neuf loci microsatellites disponibles, une analyse 

préliminaire a été réalisée sur un sous-échantillonnage de 20 individus de la zone de contact 

Aceituno-Choros (deux sites de 10 individus de chacune des espèces définies selon la lignée 

maternelle : AI et PP). En fonction du polymorphisme observé et de la qualité des 

amplifications, quatre loci ont été retenus : P3, P9, LESS1 et LESS22 (correspondant aux loci 

LESS1T3, LESS1T9, LESS2D1 et LESS2D22 de l’article Faugeron et al., 2009, Annexe 3.2). 

Les conditions d’amplification et de passage sur séquenceur à capillaire pour chacun des loci 

sont décrites dans l’Annexe 2.B.2. Les chromatogrammes ont été lus à l’aide du logiciel 

GeneMarker v 1.75 (SoftGenetics, State College, Etats-Unis) et les fichiers d’entrée des 

différents logiciels d’analyses ont été crées en utilisant le logiciel CREATE v.1.1 (Coombs et 

al., 2007). 

 Le génotypage des individus de la zone de contact Aceituno-Choros a fait l’objet du 

stage d’Eva Mayol, étudiante de Licenciatura de la P. Universidad Católica de Chile (module 

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

d) Analyses des données microsatellites 

Indices de diversité génétique et de structure des populations et des espèces 

 Les indices de polymorphisme ont été estimés pour chaque population (site 

d’échantillonnage) et pour chaque espèce, ces dernières étant définies sur la base de la lignée 

mitochondriale des individus (cf. Chapitre 1, marqueur atp8/trnS). Tout d’abord, les 
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           fréquences alléliques à chaque locus, le nombre moyen d’allèles par locus, l’hétérozygotie 

observée (Ho) et attendue (He) à l’équilibre de Hardy-Weinberg ont été calculés avec le 

logiciel GENETIX v 4.05.2 (Belkhir et al., 1999). Comme le nombre de génotypes finalement 

obtenus était variable selon les populations, nous avons également calculé des indices de 

raréfaction, qui permettent de comparer des échantillons de tailles différentes : la richesse 

allélique (nombre d’allèles) et la richesse en allèles privés (nombre d’allèles privés, observés 

uniquement dans une population ou une espèce donnée) ont été calculées en utilisant le 

logiciel HP-Rare v June-6-2006 (Kalinowski, 2005). La taille minimale d’échantillon a été 

utilisée pour ces calculs. Les valeurs d’indices de diversité des populations (richesse allélique, 

richesse en allèle privés et hétérozygotie observée) ont été comparées entre espèces en 

réalisant des tests U de Mann-Whitney avec le logiciel Minitab v 13.20 (State Collège, Etats-

Unis), avec un seuil α fixé à 0,05. 

 Pour chaque population, nous avons calculé un estimateur de l’indice FIS, comparant 

l’hétérozygotie observée avec celle attendue sous l’hypothèse de l’équilibre d’Hardy-

Weinberg. Les calculs et les tests de significativité ont été réalisés avec le logiciel GENETIX, 

avec 1000 permutations. Un FIS positif et significatif peut avoir plusieurs origines : (i) la 

présence dans l’échantillon de groupes génétiquement différents ne se reproduisant pas de 

manière aléatoire (effet Wahlund) ; (ii) la reproduction entre individus apparentés 

(consanguinité) ; (iii) la présence d’allèles nuls, c’est-à-dire d’allèles qui ne sont pas 

amplifiés, causant un déficit en hétérozygotes ; et (iv) l’effet de la sélection sur certains loci. 

La présence d’allèles nuls et l’effet de la sélection devraient affecter un nombre limité de loci, 

tandis que la reproduction non aléatoire (effet Wahlund ou consanguinité) devrait affecter 

l’ensemble des loci. 

 L. nigrescens étant caractérisée par une distance de dispersion très limitée (Faugeron 

et al., 2005 ; voir également Chapitre 1), notre échantillonnage réalisé sur 100-150 m de côte 

englobe probablement des groupes génétiques différents, ce qui peut provoquer un FIS positif. 

Cependant, des valeurs de FIS encore plus importantes sont attendues dans le cas d’une zone 

hybride bimodale (coexistence des espèces AI et PP en sympatrie, avec une hybridation nulle 

ou limitée), du fait d’un effet Wahlund.   

 La possibilité de reproduction asexuée pourrait également affecter la structure 

génotypique des populations. Deux types de reproduction peuvent être considérés : la 

reproduction clonale des sporophytes et la parthénogénèse, cette dernière se traduisant par une 

endoploïdisation du génome du gamétophyte femelle (apogamie non observée chez L. 

nigrescens, Oppliger et al., 2007). Dans le cas de la reproduction clonale, des génotypes 



Chapitre 2.B 

141 

 

           multilocus répétés devraient être observés dans les populations. Dans le cas de la 

parthénogénèse, on s’attend à observer des génotypes multilocus homozygotes à tous les loci 

analysés, ces génotypes pouvant être répétés : si un même gamétophyte femelle a plusieurs 

descendants par parthénogénèse, comme décrit par Oppliger et al. (2007), ou si la 

parthénogénèse est à déterminisme génétique (capacité de parthénogénèse transmise d’une 

génération à l’autre). Nous avons donc cherché à déterminer l’importance des génotypes 

multilocus homozygotes à tous les loci d’une part, et répétés d’autre part. Pour cela, le logiciel 

API-CALC v 1.0 (Ayres et Overall, 2004) a été utilisé sur les données obtenues pour trois loci 

(excluant les individus avec des données manquantes). Afin d’estimer la puissance des trois 

loci pour différentier les individus d’une même population, nous avons calculé les valeurs 

minimales et maximales de la probabilité d’identité moyenne, en considérant les deux cas 

extrêmes de la panmixie et de croisements plein-frères. Nous avons ensuite déterminé la 

fréquence des quatre types de génotypes : génotypes multilocus répétés ou non répétés, 

homozygotes à tous les loci ou non. 

 

Analyse des flux de gènes entre espèces et entre populations 

 La différenciation génétique entre paires de populations et entre groupes d’individus 

de lignées mitochondriales différentes (espèces phylogénétiques) a été évaluée en calculant 

des estimateurs des statistiques FST et RST. La statistique FST est basée uniquement sur les 

fréquences des allèles, le modèle de mutation sous-jacent est le modèle en sites infinis où 

chaque évènement de mutation crée un nouvel allèle dont la taille est indépendante de celle de 

l’allèle progéniteur. La statistique RST est basée sur les fréquences et les tailles des allèles, le 

modèle sous-jacent est un modèle d’évolution pas-à-pas, où les mutations consistent en un 

ajout ou une soustraction d’une ou de plusieurs répétitions à un taux constant (Slatkin, 1995). 

Sous ce modèle de mutation, la distribution des fréquences alléliques présente une forme 

Gaussienne (Ellegren, 2004). Cette dernière statistique est parfois considérée comme plus 

appropriée pour les analyses de microsatellites, bien que le type de modèle de mutation soit 

difficile à établir avec certitude (Slatkin, 1995). La distribution des allèles étant unimodale 

pour chaque espèce, nous avons calculé les estimateurs de RST, en complément des 

estimateurs de FST. L’hypothèse testée est que ces estimateurs ne sont pas significativement 

différents de zéro, c’est-à-dire qu’il n’y a pas de différenciation génétique entre paires de 

populations testées. Le seuil α a été fixé à 0,05. Le risque de rejeter l’hypothèse nulle alors 

qu’elle est vraie augmentant avec le nombre de tests réalisés, le seuil de significativité a été 

ajusté selon la correction de Bonferroni (π = α / nombre de tests). Les calculs et tests 



Chapitre 2.B 
 

142 

           statistiques ont été réalisés avec le logiciel Arlequin v 3.1.1 (Excoffier et al., 2005). Une 

analyse en composantes principales (ACP) basée sur les fréquences alléliques a été réalisée à 

l’aide du logiciel PCA-GEN v 1.2 (Goudet, 1999) pour représenter graphiquement les 

différences génétiques entre populations. La significativité des axes a été testée en réalisant 

1000 permutations. 

 Une analyse hiérarchique de la variance moléculaire (AMOVA) a été réalisée avec le 

logiciel Arlequin en utilisant les statistiques basées sur les fréquences alléliques (analogues du 

FST) et sur les différences de taille d’allèles (analogues du RST) (Excoffier et al., 1992). Le 

premier niveau hiérarchique testé regroupe les individus en « espèces » en se basant sur 

l’information apportée par le marqueur mitochondrial, le deuxième niveau est constitué par 

les localités, et le troisième par les individus dans les localités. Cette analyse permet de tester 

l’hypothèse a priori d’une structuration correspondant aux espèces phylogénétiques (lignées 

mitochondriales). 

 

Isolement par la distance 

 Afin de déterminer si la différenciation génétique suit un patron d’isolement par la 

distance, nous avons réalisé un test de Mantel, testant l’association entre la matrice de 

distances géographiques et la matrice de distances génétiques. La distance géographique 

utilisée est la distance linéaire de côte en suivant les principales courbes du trait de côte 

(Annexe 2.B.3), tandis que la distance génétique a été transformée sous la forme FST /(1- FST) 

(Rousset, 1997). Le logiciel Arlequin a été utilisé pour cette analyse. 

 Pour tester l’hypothèse d’un gradient latitudinal de diversité au sein de la zone de 

contact, des tests de corrélation ont été réalisés avec le logiciel Minitab, en utilisant comme 

variables la distance géographique d’une part, et les indices de diversité calculés par 

population d’autre part. La distance considérée ici est celle entre les populations et un lieu 

particulier (plage d’Ermitaño, voir Résultats). 

 

3. Résultats 

 

a) Mise au point des marqueurs microsatellites 

 Des difficultés ont été rencontrées lors de la mise au point des marqueurs 

microsatellites, en particulier pour obtenir des loci amplifiables dans les deux espèces AI et 
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           PP. L’un des loci testés, P11, a montré une différence d’amplification entre les espèces : 56 

des 58 individus de l’espèce AI n’ont pas pu être amplifiés (Annexe 3.2). L’ensemble des loci 

montre un polymorphisme relativement important sur l’ensemble des échantillons analysés 

pour la mise au point des marqueurs, avec entre 8 et 17 allèles par locus. Le polymorphisme 

intra-population est cependant très variable entre les deux populations testées, suggérant des 

processus démographiques différents (Annexe 3.2). La plupart des loci présentent des 

distributions de fréquences alléliques contrastées entre les deux espèces (voir Annexe 2.4). 

Excepté le locus P11, tous présentent cependant des allèles qui sont partagés par les deux 

espèces. Le cas du locus P3 est un exemple extrême où l’allèle 115 est l’allèle le plus fréquent 

dans chacune des deux populations étudiées (PAz, 26°S et LC, 33°S).   

 

b) Résultats du marqueur mitochondrial  

 L’étude du polymorphisme de longueur pour le marqueur mitochondrial atp8/trnS a 

été réalisée pour 291 individus de la zone de contact Aceituno-Choros et 152 individus de la 

zone de contact Tongoy-Pta Lengua de Vaca (ces données incluent une partie de celles déjà 

présentées dans le Chapitre 1). Les données concernant la zone de contact Coquimbo-

Totoralillo sont en cours d’obtention.  

 Les résultats montrent une structure en mosaïque des lignées mitochondriales dans la 

Région de transition (Fig. 2.B.2), chaque site échantillonné étant constitué d’individus d’une 

seule espèce, PP ou AI, et ce malgré un nombre important d’individus analysés par site (24 à 

30). Les espèces présentent donc des aires de distribution chevauchantes entre 29°S et 30°S 

(Région de transition) mais restant disjointes à petite échelle spatiale (zones de contact).  

 Les deux zones de contact étudiées diffèrent cependant quant à la localisation de la 

discontinuité entre espèces. Pour la zone de contact Tongoy-Pta Lengua de Vaca, les aires de 

distribution des espèces sont séparées par la plage de sable de Tongoy, longue de 21km 

(11km en ligne directe), au sud de la péninsule de Tongoy (Fig. 2.B.2). Dans cette région 

d’étude, une seconde plage d’environ 2km est présente, séparant deux localités PP (Fig. 

2.B.2). Dans le cas de la zone de contact Aceituno-Choros, la petite plage de sable d’Ermitaño 

d’une longueur d’environ 1,5km sépare les deux espèces, tandis que des plages deux à dix fois 

plus étendues sont présentes dans l’aire de distribution de chacune des espèces : une plage de 

5km pour l’espèce AI et une plage de 17km pour l’espèce PP (plages d’Aceituno et de Choros 

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

 Les analyses ont été réalisées, sauf indications contraires, sur les individus pour 

lesquels des données ont pu être obtenues pour un minimum de deux loci parmi trois : P3, P9 

et LESS1 et concernent uniquement la zone de contact d’Aceituno-Choros. Un total de 248 

individus a ainsi été analysé soit, d’après les résultats obtenus pour le marqueur 

mitochondrial, 130 individus de l’espèce AI et 80 individus de l’espèce PP. Pour les 38 

individus restants (populations CHV et CHB), l’espèce n’a pas encore été déterminée (pas de 

profil mitochondrial). Le nombre d’individus génotypés par population est compris entre 18 et 

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

 

d) Microsatellites : indices de diversité et flux de gènes entre espèces AI et PP 

Absence d’allèle partagé entre espèces 

 La figure 2.B.3 montre la distribution des allèles pour les trois loci utilisés en fonction 

de la lignée mitochondriale (espèce) des individus. Les données microsatellites montrent une 

parfaite concordance avec les données mitochondriales : tous les allèles sont diagnostiques 

(ou privés), c’est-à-dire qu’ils sont exclusif d’une espèce donnée. Le locus LESS22, bien 

qu’analysé sur un nombre réduit d’individus (11 de l’espèce AI et 61 de l’espèce PP) montre 

le même patron (Fig. 2.B.4). Les distributions d’allèles sont contrastées entre espèces, avec 

des différences de tailles d’allèle parfois importantes (jusqu’à 7 motifs de répétitions, Fig. 

2.B.3). Dans le cas du locus LESS1, un chevauchement des distributions d’allèles des deux 

espèces est observé, mais aucun allèle n’est partagé entre celles-ci. Les individus des 

populations CHV et CHB, pour lesquels l’information du marqueur mitochondrial n’est pas 

disponible, présentent des allèles microsatellites typiques de l’espèce PP, ce qui concorde 

avec leur distribution au sein de populations PP avoisinantes. 

 

Des indices de diversité contrastés entre espèces 

 Les indices de diversité, calculés en utilisant les méthodes de raréfaction, montrent des 

différences importantes entre espèces (Tableau 2.B.1) : ils sont en moyenne significativement 

plus faibles dans les populations de l’espèce PP que dans les populations de l’espèce AI 

(richesse allélique et en allèles privés, hétérozygotie, p<0,05, Tableau 2.B.1). L’espèce AI 

montre une richesse allélique de 11,8 allèles par locus contre 3,9 pour l’espèce PP. Des 

disparités importantes existent entre loci : LESS1 est le locus montrant le moins de 
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Figure 2.B.3 : Distribution des tailles d’allèles obtenus pour trois loci microsatellites 
dans la zone de contact Aceituno-Choros entre les espèces PP et AI (espèce déterminée 
d’après les données du marqueur mitochondrial).  
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Figure 2.B.4 : Distribution des tailles d’allèles obtenus pour le locus 
LESS22 sur un sous-échantillonnage de la zone de contact Aceituno-
Choros : 11 individus de l’espèce AI et 61 individus de l’espèce PP. 
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Tableau 2.B.1 : Indices de diversité des populations de la zone de contact 
Aceituno-Choros (marqueurs microsatellites). La richesse allélique et la 
richesse en allèles privés, et l’hétérozygotie observée (Ho) et attendue sous 
l’hypothèse d’équilibre de Hardy-Weinberg (He) sont indiquées pour chaque 
population. La valeur de la statistique FIS est associée à la probabilité (p) des 
tests d’écart à l’équilibre de Hardy-Weinberg (probabilité d’obtenir une 
valeur de FIS supérieure ou égale à celle observée, sous l’hypothèse nulle 
d’équilibre). 
 

Espèce Site 
Richesse 
allélique 

Richesse en 
allèles privés 

Ho He F IS p 

AI CPI 7,02 1,08 0,5370 0,8164 0,36358 <0,0001 
 ACE 6,37 0,62 0,3154 0,7478 0,61312 <0,0001 
 APN 5,25 0,14 0,5455 0,7397 0,28409 <0,0001 
 APS 5,09 0,27 0,3744 0,7072 0,49087 <0,0001 
 ERM 5,77 0,34 0,4688 0,6995 0,35125 <0,0001 
 ERMS 4,64 0,17 0,3688 0,6119 0,41793 <0,0001 

PP APON 2,67 0,21 0,1667 0,2771 0,41985 <0,0001 
 APO 2,85 0,00 0,1241 0,3014 0,60654 <0,0001 
 CHV 2,98 0,06 0,3148 0,3740 0,18592   0,0600 
 CHB 2,94 0,08 0,1618 0,3449 0,55180 <0,0001 
 CHN 2,30 0,00 0,2167 0,2375 0,11311   0,2910 
 CHS 2,82 0,00 0,2167 0,3101 0,32687 <0,0001 

 

PP 

AI 
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           polymorphisme, avec une richesse allélique de 6,7 et 1 pour AI et PP respectivement, tandis 

que pour le locus P3, les indices varient de 16,0 à 3,8 allèles pour les deux espèces. Enfin, le 

locus P9 est le locus le plus polymorphe de l’espèce PP (7 allèles), tandis qu’il montre une 

diversité intermédiaire entre les deux autres loci dans l’espèce AI (12,7 allèles).  

 

Indices de divergence entre espèces 

 Les valeurs de FST et de RST sont toutes significativement différentes de zéro pour les 

comparaisons entre sites d’espèces différentes (Tableau 2 de l’Annexe 2.B.5), reflétant 

l’absence d’allèle partagé entre lignées mitochondriales. En revanche, la différenciation entre 

populations d’une même espèce n’est généralement pas significative (Tableau 2 de l’Annexe 

2.B.5). Les valeurs de FST entre espèces sont comprises entre 0,355 et 0,561, valeurs qui sont 

importantes en comparaison avec celles observées entre populations de même espèce (entre 0 

et 0,250). Les valeurs de RST, prenant en compte les différences de tailles d’allèles, montrent 

un contraste encore plus grand : entre 0 et 0,190 pour les comparaisons intraspécifiques,  entre 

0,894 et 0,963 pour les comparaisons interspécifiques (Tableau 3 de l’Annexe 2.B.5). 

 Cette divergence majeure entre les espèces est représentée graphiquement par 

l’analyse en composantes principales basée sur les fréquences alléliques, confirmant une 

différenciation significative entre espèces (axe 1 (p=0,001), expliquant 85,59% de la variance 

totale, Fig. 2.B.5). 

 Enfin, l’analyse hiérarchique AMOVA réalisée sur les F-statistiques confirme encore 

une fois une différenciation significative entre espèces et explique encore 45,43% de la 

variation totale (Tableau 2.B.2; 93,89% dans le cas des R-statistiques, données non montrées). 

La différenciation entre populations à l’intérieur des espèces, bien que significative, 

n’explique que 2,65% de la variance totale. Enfin, 51,92% de la variation est expliquée par la 

variation génétique observée intra-population. 

 

e) Microsatellites : analyses intraspécifiques 

Diversité intraspécifique 

 Les populations de l’espèce AI montrent un gradient nord-sud de diversité, avec une 

corrélation significative entre richesse allélique des populations et la distance à la plage 

d’Ermitaño (r=-0,829, p=0,041), et marginalement significatif pour la richesse en allèles 

privés (r=-0,798, p=0,057). Ce gradient nord-sud s’observe également pour l’hétérozygotie 

attendue (r=-0,940, p=0,005). Les populations AI situées à proximité de la plage de séparation 
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Figure 2.B.5 : Représentation des distances génétiques entre 
l’ensemble des populations de la zone de contact Aceituno-Choros 
dans un espace en deux dimensions. L’analyse en composantes 
principales basée sur les fréquences alléliques montre que seul le premier 
axe est significatif (p=0,001), expliquant 85,59% de la variance totale. Les 
couleurs symbolisent l’espèce d’appartenance des individus des différentes 
populations (vert : PP, bleu : AI). Les noms des populations PP sont 
quasiment superposés (sites APON, APO, CHV, CHB, CHN et CHS). 
 

Tableau 2.B.2 : Analyse de variance moléculaire (AMOVA) des données microsatellites de la 
zone de contact Aceituno-Choros. L’analyse a été basée sur les statistiques F (basées sur la 
fréquence des allèles). 
 

Source de variation Degrés de 
liberté 

Somme  
des 

carrés 

Composantes  
de la 

variance 

Pourcentage 
de 

variation (%) 

Valeur  
de p 

Entre espèces AI et PP          1     153,235        0,61046          45,43   0,00267 
Entre populations à l’intérieur des 
espèces 

       10       21,643        0,03562            2,65 <0,00001 

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 espèces montrent donc une diversité plus faible que celles plus éloignées de la zone de 

contact (Fig. 2.B.6, Tableau 2.B.1). Au sein de l’espèce PP en revanche, les indices sont 

similaires entre les populations (corrélations non significatives entre les indices 

populationnels et la distance à la plage d’Ermitaño, p>0,05), et la richesse allélique est très 

faible à nulle (Fig. 2.B.6, Tableau 2.B.1). 

 

Structure intra-population 

 Les valeurs de FIS sont significatives pour toutes les populations, exceptées CHV et 

CHN (valeurs sur l’ensemble des loci : Tableau 2.B.1 ; détails locus par locus dans le Tableau 

1 de l’Annexe 2.B.5). 

 La probabilité d’observer deux fois le même génotype multilocus pour deux individus 

différents dans une même population (probabilité d’identité moyenne) diminue avec le 

nombre de loci utilisés (Fig. 2.B.7). Les trois loci considérés montrant peu de résolution pour 

discriminer les génotypes dans l’espèce PP (faible polymorphisme populationnel), nous nous 

intéresserons plus particulièrement aux populations AI (voir Annexe 2.B.5a pour PP). Dans 

les populations ERMS et ERM, un excès de génotypes multilocus répétés est observé, 

lorsqu’on compare avec les hypothèses de panmixie et de croisements plein-frères (Fig. 

2.B.8). Cette différence est moins marquée pour les populations CPI, APN et APS (tests 

statistiques non réalisés du fait du faible nombre d’attendus pour chaque type de génotype). 

Tous ces génotypes multilocus répétés dans les populations AI sont des génotypes 

hétérozygotes pour au moins un des trois loci (Fig. 2.B.9). Les données suggèrent également 

qu’il y aurait une fréquence d’homozygotes à tous les loci (génotypes répétés ou non) 

supérieure aux attendus sous à l’hypothèse de panmixie (voir Annexe 2.B.5a). Néanmoins, 

étant données les valeurs de FIS importantes, il est difficile de savoir si cet excès 

d’homozygotes est dû à l’échantillonnage ou à un système de reproduction. La fréquence 

importante de génotypes répétés dans les populations ERMS et ERM correspond cependant 

aux attendus sous l’hypothèse de reproduction clonale. 

 

Flux géniques entre populations 

 L’analyse en composantes principales (ACP) à l’intérieur de chacune des espèces 

révèle l’existence d’une différenciation génétique significative entre populations, expliquant 

55,92% et 71,89% de la variance totale respectivement pour AI et PP (Fig. 2.B.10).  

 Au sein de l’espèce AI, l’axe 1 sépare les populations selon un ordre qui correspond à 

la latitude : depuis ERMS au sud jusqu’à CPI au nord, à l’exception de la population ACE 
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Figure 2.B.6 : Indices de diversité des populations de la zone de contact 
Aceituno-Choros. A. Richesse allélique, B. Richesse en allèles privés, C. 
Hétérozygotie observée (Ho). Les populations sont ordonnées du nord vers le sud, et 
la distance est exprimée en kilomètres depuis la plage de séparation des espèces 
(Plage d’Ermitaño), valeurs positives vers le sud et négatives vers le nord. Les 
couleurs symbolisent l’espèce d’appartenance des individus des différentes 
populations (vert : PP, bleu : AI). 
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Figure 2.B.7 : Puissance des trois loci microsatellites pour différencier les individus 
sous l’hypothèse de panmixie (traits pleins) ou de croisements plein-frères (traits 
pointillés) dans les populations de la zone de contact Aceituno-Choros. La probabilité 
d’identité moyenne est la probabilité d’observer deux fois le même génotype multilocus 
pour deux individus différents dans une population. Cette probabilité diminue avec le 
nombre de loci utilisés. 
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Figure 2.B.8 : Fréquence des génotypes 
multilocus répétés dans les populations AI 
de la zone de contact Aceituno-Choros. 
Cette fréquence (Freq.) observée est 
comparée avec celle attendue sous 
l’hypothèse de panmixie et sous l’hypothèse 
de croisements pleins-frères. Ici, aucun de 
ces génotypes répétés observé n’est 
homozygote pour l’ensemble des loci (voir 
détails sur la Fig. 2.B.9).  
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Figure 2.B.9 : Fréquences des différents 
types de génotypes dans chaque population 
AI.  Freq. : fréquence ; homozygote : 
homozygote aux trois loci ; hétérozygote : 
hétérozygote pour au moins l’un des trois loci ; 
unique : génotype multilocus observé une 
seule fois dans la population ; répété : 
génotype multilocus observé plus d’une fois 
dans la population. Note : la fréquence des 
homozygotes répétés a été calculée, mais est 
nulle dans les populations d’espèce AI (voir 
Annexe 2.B.5). 
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           (Fig. 2.B.10). Lorsque la correction de Bonferroni est appliquée, six valeurs de FST restent 

significatives (Tableau 2.B.2 de l’Annexe 2.B.5b).  

 Au sein de l’espèce PP, le premier axe de l’ACP sépare les populations en trois 

groupes : CHB et CHN dans un premier groupe, CHV, CHS et APO dans un deuxième et 

APON constituant un troisième groupe (Fig. 2.B.10). Les valeurs de FST sont effectivement 

significatives entre les paires de populations les plus distantes sur l’ACP : APON et CHB, 

APON et CHN (FST =0,153 et 0,250, Tableau 2 de l’Annexe 2.B.5b).  

 Les RST calculés entre paires de populations de même espèce ne sont pas 

significativement différents de zéro lorsque la correction de Bonferroni est appliquée (Tableau 

3 de l’Annexe 2.B.5b). 

 L’AMOVA réalisée en définissant les groupes sur la base de la localisation des 

populations AI par rapport à la plage d’Aceituno montre que la majeure partie de la variation 

est expliquée par la variation intra-population (94,46%) et que la structure testée n’est pas 

significative (p=0,10). Au sein de l’espèce PP, la séparation des populations en fonction de 

leur localisation par rapport à la plage de Choros n’est pas non plus significative (p=0,83). 

 

Isolement par la distance 

 Etant donné la congruence des résultats microsatellites avec la définition des espèces 

sur la base du marqueur atp8/trnS, les tests d’isolement par la distance ont été réalisés au sein 

de chacune des espèces. Les tests de Mantel n’ont pas détecté d’isolement par la distance 

significatif lorsque tous les sites sont inclus (p=0,076 pour AI et p=0,384 pour PP). 

L’isolement par la distance est cependant important dans l’espèce AI lorsque la population 

ACE est exclue de l’analyse (R2=0,739, p=0,022). Les distances génétiques entre paires de 

populations en fonction de la distance géographique sont représentées dans la figure 2.B.11. 

Cette figure permet de voir graphiquement que les barrières naturelles (plage d’Aceituno pour 

AI et plage de Choros pour PP) n’ont pas d’effet marqué sur les distances génétiques entre 

sites, résultat déjà montré par les AMOVA réalisées intra-espèce.  

 

4. Discussion 

 

Un isolement reproducteur complet entre espèces : concept biologique de l’espèce  

 L’absence d’allèles partagés entre espèces définies sur la base des lignées 

mitochondriales, même si le nombre d’individus et de loci dans cette étude est limité, suggère 
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Figure 2.B.10 : 
Représentation dans un 
espace en deux dimensions 
des distances génétiques entre 
populations de l’espèce AI 
(A) et entre populations de 
l’espèce PP (B) de la zone de 
contact Aceituno-Choros. Les 
analyses en composantes 
principales  montrent que, dans 
les deux cas, seul le premier 
axe est significatif (p=0,018 et 
p=0,020 respectivement), 
expliquant 55,92% et 71,89% 
de la variance totale.  
 

Figure 2.B.11 : Différenciation génétique entre localités composées d’individus de même espèce 
dans la zone de contact Aceituno-Choros en fonction de la distance géographique (données 
microsatellites). Pour chaque paire de localités, la distance génétique est calculée par la relation 
FST/(1- FST), et la distance géographique est la distance en suivant les principaux traits de côte. Les 
couleurs bleu et vert indiquent des comparaisons entre paires de populations respectivement de 
l’espèce AI et de l’espèce PP. L’objectif étant d’identifier le rôle des plages de sable dans la structuration 
intraspécifique, cinq groupes de comparaison entre populations ont été définis : AI nord : paires de populations AI situées 
au nord de la plage d’Aceituno ; AI sud : paires de populations AI situées au sud de la plage d’Aceituno ; AI inter : 
populations AI, l’une située au nord, l’autre au sud de la plage d’Aceituno ; PP nord : paires de populations PP situées au 
nord de la plage de Choros ; PP inter : populations PP, l’une située au nord de la plage de Choros, l’autre au sud (note : le 
sud de la plage de Choros inclus une seule population). Trois points particuliers sont indiqués, points pour lesquels la 
distance génétique est supérieure à celle attendue sous l’hypothèse d’isolement par la distance dans AI (voir texte) : ces 
trois points montrent que la différenciation génétique entre la population ACE et les autres populations AI est supérieure à 
celle entre populations AI séparées par une plage (AI inter). 
 

B.

A.

ACE-ERMS

ACE-ERM

ACE-APS

D
is

ta
n

ce
 g

é
n

é
tiq

u
e

 li
n

é
a

ris
é

e
F

S
T

 /(
1

-F
S

T)

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,10

0,05

0,00
0 5 10 15 20 25 30

Distance géographique (km)

AI nord

AI sud

AI inter

PP intra

PP inter



Chapitre 2.B 

155 

 

           fortement l’absence totale de flux de gènes entre les espèces dans la zone de contact 

Aceituno-Choros. Cet isolement reproducteur est probablement ancien, les allèles montrant 

des tailles contrastées entre espèces pour l’ensemble des loci, particulièrement P9 et P3. Les 

espèces AI et PP partagent pourtant des allèles pour tous les marqueurs lorsque des individus 

de l’ensemble des aires de répartition sont considérés (Annexe 2.B.4), mais de l’homoplasie 

peut alors être invoquée, les allèles pouvant être de même taille bien que résultant 

d’évènements de mutation différents. La probabilité d’homoplasie est en effet généralement 

proportionnelle à la distance génétique entre deux individus ou populations, en particulier 

pour les populations de taille efficace faible (Estoup et al., 2002). La divergence entre les 

espèces étant ancienne (voir Chapitre 1), de telles mutations ont très probablement pu se 

produire.  

 L’absence d’allèles partagés indique donc une absence d’hybridation, permettant de 

conclure quant au statut d’espèces de PP et AI. Le Chapitre 1 avait mis en évidence la 

présence de deux espèces cryptiques au sein de l’espèce morphologique L. nigrescens, en se 

basant sur le concept phylogénétique de l’espèce. L’étude réalisée ici dans la zone de contact 

Aceituno-Choros permet de renforcer cette définition d’espèces cryptiques, puisqu’on peut 

maintenant affirmer qu’elles répondent au concept biologique de l’espèce. En attendant une 

description et une appellation formelle de ces espèces, elles seront appelées espèce AI et 

espèce PP dans la suite de ce manuscrit de thèse, le mot « espèce » ayant un sens plus large 

que jusqu’à présent (concepts phylogénétique et biologique).  

 Cet isolement reproducteur complet entre espèces-sœurs de Laminariales contraste 

particulièrement avec l’idée générale que les croisements interspécifiques, voire 

intergénériques, sont courants dans ce groupe d’algues brunes appelées « kelps ». L’utilisation 

de marqueurs moléculaires avait déjà montré que les croisements réalisés en laboratoire 

n’étaient pas toujours représentatifs de la réalité des croisements interspécifiques (confusion 

entre hybrides et individus issus d’apogamie ou de parthénogénèse), mais ces études avaient 

également montré que de telles hybridations étaient possibles en conditions de laboratoire 

(Liptack et Druehl, 2000 ; Kraan et Guiry, 2000 ; Kraan et al., 2001 ; Druehl et al., 2005). La 

présente étude est la première à montrer un isolement reproducteur complet entre espèces de 

Laminariales en conditions naturelles, qui plus est chez des espèces cryptiques sœurs (proches 

phylogénétiquement et non différenciables morphologiquement).  

 

Ségrégation géographique des espèces 

 La caractérisation génétique avec le marqueur mitochondrial de deux des trois zones 
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           de contact a montré qu’au sein de chaque site d’échantillonnage (100-150 m. de côte) une 

seule espèce est présente. Les espèces sont systématiquement séparées par des plages de 

sable, indiquant une absence de contact réel entre espèces. Contrairement aux attendus 

théoriques décrits en introduction, non seulement nous n’avons pas observé de zone hybride, 

mais nous n’avons pas non plus observé de zone de sympatrie. Il s’agit donc de zones de 

contact bimodales plutôt que de « zones hybrides ». La ségrégation géographique des espèces 

est d’autant plus impressionnante qu’elle est maintenue à très petite échelle spatialle, alors 

qu’aucune différence environnementale marquée entre localités voisines n’avait été observée 

lors de l’échantillonnage. Ceci ouvre de nouvelles questions : les localités AI et PP 

d’Aceituno-Choros sont-elles vraiment des habitats écologiquement équivalents ? En d’autres 

termes, les zones de contact observées correspondent-elles à des zones de tension ou à des 

zones d’écotone ?  

 Plus généralement, pour expliquer les aires de distribution des espèces AI et PP à 

l’échelle régionale et locale et pour inférer sur la possible stabilité temporelle de ce patron, il 

est nécessaire d’étudier les différences de niche écologique entre espèces d’une part, et les 

conditions environnementales des sites d’autre part. La partie C de ce Chapitre décrit les 

expériences réalisées pour étudier le rôle des facteurs environnementaux sur la distribution 

actuelle des espèces. L’hypothèse d’une exclusion compétitive entre les espèces, non testée 

ici, est une possibilité non négligeable : les espèces AI et PP peuvent avoir divergé 

suffisamment pour qu’il s’agisse d’espèces selon les concepts phylogénétique et biologique, 

mais qu’elles soient trop similaires écologiquement pour coexister en sympatrie.  

 

Rôle des plages de sable : isolement reproducteur écogéographique 

 La présence de plages de sable séparant les aires de distribution des espèces à l’échelle 

locale suggère un rôle de barrière extrinsèque limitant fortement les flux de gènes entre 

espèces. Cela correspondrait à de l’isolement reproducteur écogéographique (ou isolement par 

l’habitat), avec absence ou restriction de la dispersion entre habitats.  

 La plage d’Ermitaño de 1,5km séparant les espèces dans la zone d’Aceituno-Choros 

peut être considérée comme étendue lorsque l’on considère la capacité de dispersion des 

espèces de L. nigrescens. Une étude des flux géniques à microéchelle (25 à 275 m.) chez 

l’espèce PP (localités à 20°S) a confirmé avec des marqueurs microsatellites que la dispersion 

est en effet très limitée : 85% des individus sont assignés à leur quadra (1m²) d’origine. Les 

évènements de dispersion à 25, 250 et 275m sont rares (<5%) et sont équiprobables (S. 

Faugeron, com. pers.). La plage de 1,5km qui doit être franchie pour qu’il y ait hybridation 
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           et/ou coexistence des espèces dans la zone d’Aceituno-Choros constitue donc certainement 

une barrière non négligeable à la dispersion.  

 A l’échelle évolutive, les plages ne sont cependant pas des barrières absolues à la 

dispersion et la seule présence de ces plages ne peut pas expliquer l’absence d’hybridation. En 

effet, de nombreuses plages sont présentes entre 18°S et 42°S (810 plages recensées par Thiel 

et al., 2007, situées en moyenne tous les 1 à 4km), avec certaines plages atteignant 60km de 

long (Concepción, 38°S), sans qu’il y ait une discontinuité génétique majeure associée 

(Chapitre 1). D’autre part, à l’échelle de la zone de contact Aceituno-Choros, les populations 

de même espèce situées de part et d’autre des plages de sable (plage d’Aceituno et plage de 

Choros) partagent des allèles pour les loci microsatellites et ne montrent pas de différenciation 

génétique marquée, traduisant la perméabilité de la barrière aux flux de gènes constituée par 

les plages de sable (résultats des ACP, test de Mantel, statistiques FST et RST). L’isolement 

écogéographique contribue donc certainement à l’isolement reproducteur entre espèces, mais 

ne semble pas suffisant pour expliquer l’absence d’hybridation ni la non-coexistence des 

espèces  

 La capacité de reproduction asexuée est importante à prendre en compte pour 

expliquer les aires de distribution des espèces. En effet, en l’absence de reproduction asexuée, 

il est nécessaire que deux spores recrutent à proximité l’une de l’autre (distance de dispersion 

des gamètes mâles de l’ordre du millimètre) pour qu’il y ait fécondation et formation de 

sporophytes. Dans le cas d’un isolement reproducteur complet (ex : par incompatibilité 

gamétiques ou non-viabilité des hybrides), le gamétophyte issu par exemple de la migration 

d’une spore AI vers un habitat PP aurait une valeur sélective nulle, à moins que d’autres 

gamétophytes AI recrutent à très faible distance. Dans ces conditions, un gamétophyte femelle 

capable de parthénogénèse aurait une meilleure valeur sélective, ce qui se traduirait par la 

présence d’individus parthénogénétiques AI au sein des populations PP et inversement. La 

capacité de parthénogénèse a été montrée en laboratoire, mais reste à démontrer en conditions 

naturelles (Oppliger et al., 2007). Plusieurs éléments ici nous permettent de penser que si ce 

mode de reproduction existe sur le terrain, il est peu fréquent : (i) Nous n’avons jamais 

observé d’individus AI dans des populations PP et inversement. Néanmoins, d’autres 

éléments pourraient limiter ces évènements de migration (ex : compétition interspécifique, 

contre-sélection des sporophytes immigrants). (ii) La fréquence de génotypes multilocus 

homozygotes à tous les loci est généralement très faible dans les populations AI (inférieure 

aux attendus sous l’hypothèse de panmixie). Deux exceptions cependant : ACE, où le nombre 

d’individus doit être augmenté pour affiner les résultats, et APS. L’étude des distributions 



Chapitre 2.B 
 

158 

           génotypiques a cependant révélé une fréquence de génotypes multilocus répétés importante 

dans toutes les populations AI, suggérant alors de la reproduction clonale dans l’espèce AI, 

plutôt que de la parthénogénèse. Les données de l’espèce PP ne permettent pas de déterminer 

si le système de reproduction est similaire ou non. Ces données, bien que portant sur peu de 

loci et sur une zone géographique particulière, sont prometteuses pour la suite (thèse de 

Valeria Oppliger en cours). Dans le cadre de la présente étude, la présence de reproduction 

clonale semble ne pas affecter la distribution des individus, les espèces ne coexistant pas. Ce 

mode de reproduction est possiblement un processus agissant à l’échelle très locale 

(population), sans qu’il y ait d’évènements de migrations à moyenne distance.  

 

Zone de contact Aceituno-Choros : des processus démographiques contrastés entre espèces 

 Les indices calculés ont montré que la diversité des populations AI est supérieure à la 

diversité des populations PP dans la zone de contact Aceituno-Choros. Cette différence 

semble liée à des processus spécifiques à la région, plutôt qu’aux espèces en général : 

l’analyse de deux autres populations (LC, 33°S et PAz, 26°S) a montré en effet une diversité 

plus faible dans le site de l’espèce AI que dans celui de l’espèce PP pour ces populations 

particulières (Annexe 2.B.2). 

 La différence de diversité observée entre populations AI et PP dans la zone de contact 

Aceituno-Choros peut être expliquée par quatre hypothèses, non-exclusives :  

(i) Histoire de la colonisation de la région : le groupe de sites AI de la zone de 

contact pourrait être une relique d’une aire de distribution AI plus étendue vers le 

nord (englobant la région 29-30°S) ; le groupe de sites PP de cette zone, ainsi que 

ceux situés plus au sud (entre Choros et Tongoy), pourraient être la conséquence 

d’un ou de plusieurs évènements de dispersion et colonisation depuis des 

populations PP situées au nord de 29°S. La faible diversité observée pour les sites 

PP pourrait donc être expliquée par la colonisation relativement récente (liée à des 

effets de fondation par exemple), tandis que la diversité dans les sites AI reflèterait 

la diversité ancestrale. L’évènement opposé, c’est-à-dire de fondation des 

populations AI de la zone de contact Aceituno-Choros à partir des populations 

situées plus au sud ne peut cependant pas être écartée pour l’instant, en l’absence 

de données de diversité de populations situées hors de la Région de transition. 

(ii)  Flux de gènes contemporains entre populations AI à longue distance : la 

diversité des sites AI d’Aceituno-Choros peut refléter la présence de flux de gènes 

depuis des populations AI situées plus au sud vers cette zone de contact, favorisés 
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           par les courants qui s’éloignent vers le large au niveau de la Pta Lengua de Vaca et 

s’approchant à nouveau de la côte à la latitude de la région Aceituno (Thiel et al., 

2007, voir également Fig. 1.14, Chapitre 1). Cette hypothèse nécessite cependant 

des évènements de dispersion à longue distance (60-200km). 

(iii)  Taille efficace des populations : les processus démographiques actuels peuvent 

être distincts entre populations AI et PP de la zone de contact, soit en conséquence 

de différences environnementales à l’échelle locale, soit du fait de différences 

génétiques entre espèces. Ceci peut se traduire par des différences dans la durée du 

cycle de vie, le succès reproducteur, la possibilité de reproduction asexuée, ou 

encore la compétition intraspécifique. En particulier, il a pu être démontré par la 

suite que les régimes de variation de la température de l’eau sont distincts entre les 

populations ACE (AI) et CHV (PP) (voir Partie C de ce Chapitre) : l’eau plus 

froide dans les populations AI pourrait en effet augmenter le succès reproducteur 

des individus en comparaison aux sites PP, plus éloignés du centre de résurgence.  

(iv) Régimes de perturbation (variation temporelle de la taille efficace) : le régime de 

résurgence étant plus marqué vers le nord de la zone Aceituno-Choros que vers le 

sud, cela peut avoir un impact sur la manière dont les populations sont affectées 

par les évènements ENSO. La diversité plus importante observée pour AI dans 

cette région pourrait ainsi résulter d’une stabilité temporelle plus importante que 

pour PP. La distribution unimodale des fréquences alléliques dans AI est un 

élément suggérant en effet que ce groupe de localités est à l’équilibre mutation-

dérive.  

 

 L’obtention des données microsatellites pour les deux autres zones de contact étudiées 

devrait permettre de trancher entre ces différentes hypothèses. Les trois zones de contact 

diffèrent en effet par les régimes de résurgence et par l’étendue de la distribution locale de 

l’espèce AI, et donc probablement par la taille efficace des populations. 

 

Zone de contact Aceituno-Choros : processus intraspécifiques 

 Au sein de l’espèce PP, la faible diversité dans la zone de contact ne permet pas de 

comparer les différents sites. Au sein de l’espèce AI, nous avons montré la présence d’un 

gradient de diversité décroissant selon un axe latitudinal nord-sud, axe qui correspond 

également à un gradient de proximité aux sites PP. Les populations AI situées en bordure 

d’aire (proches des populations PP : sites ERMS et ERM) montrent une diversité plus faible 
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           que celles qui en sont éloignées. Les mesures de diversité sont donc en accord avec 

l’hypothèse générale que la diversité génétique des populations en limite d’aire est plus faible 

que celle des populations centrales, du fait des différences de pression environnementale et de 

l’isolement de ces populations périphériques (Eckert et al., 2008). Cette tendance semble en 

outre accompagnée d’une augmentation du taux de reproduction clonale. Bien que ce résultat 

demande confirmation, il est également en accord avec les attendus théoriques d’une 

augmentation de la reproduction asexuée dans les populations marginales.  

  Les conditions environnementales particulières à cette zone de contact pourraient 

également renforcer cette distinction entre populations centrales et populations marginales de 

l’AI, si le régime de résurgence est plus prononcé vers les sites ACE et CPI au nord que vers 

les sites ERM et ERMS au sud. Bien que des différences de régimes de températures ont pu 

être montrées par la suite entre les sites CHV et ACE (Partie C de ce Chapitre), nous ne 

disposons actuellement pas de données sur la présence d’un gradient environnemental entre 

sites AI de la zone de contact. D’autre part, l’hypothèse que les populations ACE et CPI 

seraient des populations centrales nécessite d’être vérifiée : en effet, nous ne connaissons pas 

l’étendue vers le nord de la zone habitée par l’espèce AI, au-delà de la population CPI, la 

population connue PP la plus proche est celle de Huasco (HCO, 28°27’S), à 60km au nord de 

CPI.  

 Le gradient de diversité observé pour l’espèce AI dans la zone de contact Aceituno-

Choros peut être expliqué à l’échelle locale, si l’on considère que les populations AI qui sont 

à proximité de populations PP sont des populations marginales. Cependant, lorsqu’on se place 

à l’échelle de l’aire de distribution globale de AI (29-42°S), l’ensemble des populations AI de 

cette zone de contact (29°S) peuvent être considérées comme marginales : elles sont isolées 

du reste des populations AI (60-200km des populations les plus proches), et sont situées dans 

un habitat de limite d’aire. Afin d’identifier les conséquences génétiques de cet isolement, il 

serait cependant nécessaire de comparer la diversité obtenue pour AI dans la zone de contact 

Aceituno-Choros avec celles de populations AI plus au sud. 

 

Conclusions  

 L’analyse de deux zones de contact avec le marqueur mitochondrial a montré une 

ségrégation complète entre les espèces AI et PP, y compris à l’échelle locale. Dans la région 

d’Aceituno-Choros, aucune hybridation ni introgression entre espèces n’a été détectée avec 

les marqueurs microsatellites, suggérant un isolement reproducteur complet et ancien : PP et 

AI constituent donc des espèces distinctes, non seulement suivant le concept 
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           phylogénétique de l’espèce, mais également suivant le concept biologique.  

 La présence de plages séparant les distributions locales des espèces suggère que 

l’isolement écogéographique contribue partiellement à l’isolement reproducteur, en 

diminuant les flux de gènes entre populations situées de part et d’autre de ces plages. 

Cependant, l’étude des flux de gènes intraspécifiques a montré que les plages de sables sont 

loin d’être des barrières totales à la dispersion, et d’autres barrières reproductives sont 

nécessaires pour expliquer l’absence d’hybride et la ségrégation spatiale des espèces.  

 

            



 

x 
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C. Effets de facteurs environnementaux sur la 

distribution géographique des deux espèces 

cryptiques AI et PP de L. nigrescens : importance de 

ces facteurs pour expliquer l’absence de sympatrie 

dans la Région de transition 

 

1. Introduction 

 

a) Spéciation et sélection naturelle  

 L’habitat peut influencer différentes barrières reproductives prézygotiques et/ou 

postzygotiques, présentées dans l’introduction de ce chapitre, comme : (i) la phénologie, (ii) 

l’isolement écogéographique, (iii) la contre-sélection des immigrants, et (iv) la contre-

sélection des hybrides liée à l’environnement (extrinsèque). L’importance de la contre-

sélection des immigrants comme barrière reproductive a été soulignée depuis peu (Rundle et 

Nosil, 2005 ; Nosil et al., 2005, appelée « immigrant inviability »). Certains auteurs l’incluent 

dans la définition de l’isolement écogéographique (ou isolement par l’habitat, ex : Coyne et 

Orr, 2004). L’isolement écogéographique est présent quand les populations montrent des 

préférences héréditaires pour des habitats distincts d’une même région et échangent peu de 

migrants, réduisant ainsi directement la probabilité de rencontres et donc de croisements 

interspécifiques. Au contraire, l’isolement par contre-sélection des immigrants nécessite qu’il 

y ait migration entre les deux habitats : la sélection naturelle agit contre les immigrants, mal-

adaptés à leur nouvel habitat, diminuant ainsi la migration efficace, et donc la probabilité de 

rencontre interspécifique. Cette barrière d’isolement reproducteur, bien que généralement non 

considérée, semble jouer un rôle important dans le maintien de l’intégrité des taxa et dans la 

structure des zones hybrides, notamment celles en mosaïque pour lesquelles les taxa montrent 

une adaptation à leurs habitats respectifs (Nosil et al., 2005).  

 L’ isolement par contre-sélection des immigrants suppose (i) une ou des différences 

écologiques entre habitats (facteur de sélection), (ii) une distance géographique entre habitats 

inférieure à la distance de dispersion des taxa, permettant la migration entre habitats, et (iii) 
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           une divergence adaptative des taxa liée à l’habitat. Ce dernier point se traduit par une 

différence de valeur sélective entre individus résidents et individus immigrants dans 

chaque habitat. 

 

b) Divergence adaptative : définitions 

 L’évolution de la divergence adaptative est favorisée par une hétérogénéité spatiale de 

l’environnement et des flux de gènes limités entre populations d’habitats différents. Les 

différences environnementales vont agir comme facteur de sélection divergente sur les traits 

liés à la valeur sélective. En l’absence d’autres forces évolutives, la sélection divergente va 

favoriser dans chaque population locale (dème) l’évolution de traits qui procurent un avantage 

sélectif dans les conditions environnementales locales (habitat), quelques soient les 

conséquences de ces traits sur la valeur sélective dans d’autres habitats. Les génotypes 

résidents dans chaque dème auront donc en moyenne une valeur sélective relative plus forte 

dans leur habitat local que les génotypes originaires d’autres habitats : ce processus est appelé 

adaptation locale (Williams, 1966 cité par Kawecki et Ebert, 2004). Cette définition de 

l’« adaptation locale » s’applique aux patrons et processus observés entre populations 

locales d’une même espèce, c’est-à-dire potentiellement connectées entre elles par des 

flux de gènes (Kawecki et Ebert, 2004). Nous allons donc différencier par la suite ce 

processus d’adaptation locale de celui de divergence entre espèces caractérisées par un fort 

isolement reproducteur, que nous appellerons ici « divergence spécifique ». Il est donc 

important de souligner qu’en plus du processus de divergence spécifique, peuvent se 

superposer des phénomènes d’adaptation locale au sein des espèces. Enfin, nous appellerons 

« adaptation liée au site » les patrons et processus de divergence observés entre individus de 

sites différents, indépendamment de la présence ou non de flux de gènes entre ces sites.  

  La définition de l’adaptation locale au sens stricte (sensu Kawecki, 2004) se 

traduit par une meilleure valeur sélective des individus résidents par rapport aux individus 

immigrants dans chacun des habitats (adaptation réciproque). De la même façon, on pourrait 

définir la divergence interspécifique d’une manière réciproque. Cependant, cette définition 

stricte de l’adaptation est restrictive, pour plusieurs raisons. D’une part, elle fait l’hypothèse 

qu’il y a des coûts symétriques à l’adaptation et à la plasticité phénotypique (voir Encadré 

2.C.1), ce qui n’est pas toujours le cas (voir pour revue chez les plantes : Leimu et Fischer, 

2008 ;, pour des insectes et organismes unicellulaires : Kassen, 2002). Ensuite, dans les 

populations naturelles, la sélection n’est pas le seul facteur en jeu. Dérive, histoire des 
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Encadré 2.C.1 : Etude de la divergence adaptative : aspects théoriques 
 
 Pour chaque habitat, il est possible de représenter la différence entre les valeurs 
sélectives des résidents et des immigrants de manière graphique (Fig. 1, Leimu et Fisher, 
2008) : les cas où les résidents ont une meilleure valeur sélective que les immigrants seront appelés 
POS (positif, résidents > immigrants), les cas contraires seront appelés NEG (négatifs, résidents < 
immigrants). Les quatre cas possibles sont représentés dans les Figure 1a à d, avec les patrons POS 
et NEG correspondants. 
 
Définition de l’adaptation réciproque et supposés 
 La définition stricte d’adaptation locale (sensu Kawecki, 2004) nécessite de comparer 
d’une manière réciproque entre habitats la valeur sélective des individus résidents par rapport aux 
individus immigrants. L’adaptation locale au sens strict (réciproque) se définit donc par la 
présence d’une relation POS dans chaque habitat, reflétant l’action de la sélection divergente et 
de l’adaptation locale réciproque : les normes de réaction se croisent (POS-POS, Fig. 1a).  
 Pour expliquer le maintien d’un polymorphisme, on suppose généralement que les allèles 
ont des effets opposés sur la valeur sélective dans les différents habitats (pléiotropie antagoniste), 
c'est-à-dire qu’il y a un coût de l’adaptation (compromis ou trade-off) (Kawecki, 2004). En effet, 
un génotype qui serait supérieur dans tous les habitats envahirait l’ensemble des habitats et la 
diversité ne serait pas maintenue. Pour qu’il y ait adaptation locale et maintien de la diversité, il 
faut également qu’il y ait des coûts et des contraintes à la plasticité phénotypique (Kawecki, 
2004). En l’absence de ces coûts et contraintes, un génotype qui produirait le phénotype optimal 
dans chaque habitat serait fixé dans tous les habitats. 
 
Autres définitions de l’adaptation 
 La manière de détecter de l’adaptation diverge selon les auteurs, en fonction de la 
définition donnée à l’adaptation, si elle est réciproque ou non et si elle est liée à de la sélection 
divergente. Cela est le cas pour les articles traitant de l’adaptation locale (voir pour revue Kawecki, 
2004 ; Leimu et Fisher, 2008) et également pour les articles concernant les barrières reproductives 
par contre-sélection des immigrants et/ou par contre-sélection extrinsèque des hybrides (ex : Nosil 
et al., 2005 ; Lowry et al., 2008). D’un point de vue statistique, déterminer la présence 
d’adaptation locale ou de divergence interspécifique non réciproque correspond à tester dans 
chaque habitat si la valeur sélective des individus résidents est significativement meilleure 
que celle des individus immigrants (relation POS), indépendamment du patron observé dans 
les autres habitats. 
 
Fréquence de l’adaptation réciproque versus non réciproque 
 Une méta-analyse récente des études d’adaptation locale chez les plantes herbacées 
terrestres réalisée par Leimu et Fisher (2008) a ainsi montré que 45,3% des études seulement 
montraient la présence d’une adaptation locale réciproque (POS-POS, Fig. 1a). La présence 
d’adaptation locale non réciproque (relation NEG-POS) est observée dans 51,4% des cas. La mal-
adaptation dans tous les habitats (relation NEG-NEG, Fig. 1d) en comparaison est très peu 
fréquente, observée dans seulement 3,3% des cas. 
 

 

 

Figure 1 : Graphiques conceptuels des 
combinaisons possibles de normes de réaction 
pour la valeur sélective et les tailles d’effets 
correspondants. La taille d’effet mesure la 
différence de valeur sélective des individus 
immigrants et résidents (« a » ou « b ») dans un 
site (« A » ou « B »). Un effet positif indique que 
les individus résidents ont une meilleure 
performance que les individus immigrants. a) Cas 
POS-POS. b) Cas POS-NEG, moyenne des effets 
positive, c) Cas POS-NEG, moyenne des effets 
négative, d) Cas NEG-NEG. 
Figure d’après Leimu et Fisher (2008). 
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           populations et taux d’immigration sont des facteurs qui peuvent freiner l’adaptation ou 

conduire à des maladaptations, rompant ainsi la règle de réciprocité de l’adaptation. 

L’absence de réciprocité dans l’adaptation peut aussi être due à un biais expérimental, si 

toutes les composantes de la valeur sélective des individus n’ont pas été prises en compte (ex : 

expérience limitée en temps, stades de vie dont la performance n’est pas mesurable).  

 

c) Etude de la divergence adaptative : aspects expérimentaux : 

 Chaque méthode d’étude de l’adaptation présentée dans l’Encadré 2.C.2 a ses 

avantages et inconvénients. Les transplantations réciproques permettent de tester l’ensemble 

des facteurs environnementaux in situ tandis que les expériences en conditions contrôlées ne 

peuvent être réalisées qu’en sélectionnant un nombre limité de facteurs environnementaux. En 

l’absence de différence environnementale évidente, il n’est pas toujours facile de déterminer a 

priori  quels sont les facteurs environnementaux les plus pertinents, mais d’un autre côté, cela 

permet de les tester indépendamment ou en interaction et d’avoir une estimation de la norme 

de réaction selon les populations d’origine. Les transplantations réciproques sont quant à elles 

souvent limitées pour des raisons éthiques ou techniques. Il est parfois difficile de déterminer 

les différences de valeurs sélectives entre immigrants et résidents sur l’ensemble du cycle de 

vie si on veut éviter la reproduction des génotypes transplantés (et donc les risques 

d’introduction). Enfin, l’expérience d’éradication locale est particulièrement intéressante dans 

les cas où les habitats sont géographiquement proches, c’est-à-dire situés à une distance 

inférieure à la distance de dispersion moyenne de l’espèce, car elle permet de différencier la 

contre-sélection des immigrants due à un facteur environnemental auquel les immigrants sont 

mal-adaptés de l’effet de la compétition entre immigrants et résidents.  

 

d) Objectifs de l’étude 

 L’objectif de cette partie a été de déterminer le rôle de la sélection divergente, liée à 

l’environnement, comme barrière reproductive entre les espèces AI et PP. La sélection 

divergente peut, à grande échelle géographique, limiter les aires de distribution des espèces et 

donc expliquer pourquoi la Région de transition s’étend seulement entre 29°S et 30°S. Le fait 

que les espèces présentent des aires de distribution disjointes et qu’elles ne coexistent pas à 

l’échelle locale diminue en effet la probabilité de rencontre entre gamètes hétérospécifiques, 

et donc contribue à l’isolement reproducteur. Ensuite, à une plus petite échelle spatiale, dans 



Chapitre 2.C 

167 

Encadré 2.C.2 : Etude de la divergence adaptative : aspects expérimentaux 
 
 
 Que ce soit pour étudier les processus de spéciation (contre-sélection des immigrants) ou 
l’adaptation locale (à l’intérieur d’une espèce), les études expérimentales de l’adaptation utilisent 
trois types d’approches, qui ont pour point commun de soumettre des individus provenant des 
différents types d’habitats aux mêmes conditions environnementales : 

•  Transplantations réciproques : approche classiquement utilisée dans l’étude de 
l’adaptation locale, des zones hybrides et de la compétition interspécifique. Deux étapes : 
(i) Transplantation d’individus entre habitats différents, en incluant plusieurs sites par 
habitat. (ii) Comparaison des valeurs sélectives entre individus résidents et immigrants : 
adaptation locale et/ou divergence interspécifique ? 

•  Expérience en conditions contrôlées (laboratoire ou jardin expérimental) : (i) Recréer les 
différences écologiques entre les différents habitats, et soumettre à ces conditions des 
individus issus des différents habitats. (ii) Comparer les normes de réaction (interaction 
génotype x environnement) entre habitats d’origine pour tester l’adaptation locale, et entre 
espèces pour tester la divergence interspécifique. 

•  Eradication locale : approche généralement réalisée en complément des deux autres et 
principalement sur des espèces sessiles (plantes). Consiste à éradiquer tous les individus 
d’une zone délimitée et à déterminer l’origine des recrues qui recolonisent cette zone. 
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           les zones de contact, la contre-sélection des immigrants peut agir comme barrière 

reproductive en limitant la migration efficace entre populations des deux espèces différentes 

mais géographiquement proches. 

 Afin d’étudier le rôle de la sélection divergente dans l’isolement reproducteur et dans 

le maintien de la structuration géographique observée, nous avons cherché à déterminer s’il y 

a contre-sélection des immigrants limitant la migration efficace entre habitats occupés par les 

deux espèces dans la Région de transition. Cette étude a été menée sur le stade sporophytique 

à l’aide d’une expérience de transplantation réciproque.  

 Une seconde expérience a été réalisée afin de déterminer si les deux espèces avaient 

une réponse différente à un certain paramètre de l’environnement, ici la température de l’eau. 

La valeur sélective des stades microscopiques (gamétophytes et sporophytes) a été comparée 

entre espèces pour différentes conditions de température en conditions contrôlées. Cette 

expérience a été réalisée en collaboration avec Valeria Oppliger (thèse UPMC-PUCCh), qui a 

testé spécifiquement la réponse des populations en limite d’aire par rapport à celles situées au 

centre d’aire de chaque espèce. Le protocole est détaillé en Annexe 2.C.1. Les résultats de 

cette expérience sont en cours d’analyse et ne seront pas présentés dans ce document.  

 

 

2. Matériel et Méthodes 

 

a) Choix des sites 

 L’expérience de transplantation réciproque a été menée sur quatre sites (Fig. 2.C.1) . 

Les sites Aceituno (ACE, 29°03’S, Fig. 2.C.3) et Rio Limari (RLI, 30°44’S, Fig. 2.C.5) ont 

été choisis comme sites représentatifs de l’espèce AI, tandis que les sites Carrizal Bajo (CAR, 

28°04’S, Fig. 2.C.2) et Choros-Ventana (CHV, 29°12’S, Fig. 2.C.4) ont été choisis pour 

l’espèce PP.  

 Afin de différencier l’effet « divergence interspécifique » (adaptation de l’espèce à son 

environnement) de l’effet proximité géographique, deux de ces sites ont été choisis de façon à 

inclure des espèces différentes mais trouvées dans des habitats très proches 

géographiquement, séparés par 24km : cas de ACE et CHV. 

 Dans la suite de ce chapitre, les sites ont été regroupés en fonction de leur habitat. 

Néanmoins, nous avons retenu deux définitions possibles de l’habitat, ce qui nous a amené à 
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Figure 2.C.1 : Localisation des sites de 
l’expérience de transplantation réciproque. Les 
sites où des thermomètres ont été installés dans 
l’étage subtidal sont indiqués par un point rouge. 
L’aire de distribution des espèces est représentée 
par un trait de côte bleu (espèce AI) et vert (espèce 
PP). 
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Figure 2.C.2 : Photo d’ensemble du site Carrizal Bajo (CAR). 

Fig.ure 2.C.3 : Photo d’ensemble du site Aceituno (ACE). 
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Figure 2.C.4 : Photo d’ensemble du site Choros Ventana (CHV). 

Figure 2.C.5 : Photo d’ensemble du site Rio Limari (RLI).  
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           considérer deux façons de grouper les sites : soit l’habitat est défini en fonction de l’espèce 

qu’il héberge, soit il est défini en fonction de sa position le long du gradient latitudinal. Selon 

le premier critère, on appellera ici « habitat AI », les sites où l’espèce AI est présente (sites 

RLI et ACE) et « habitats PP » ceux où l’espèce PP est présente (sites CAR et CHV). La 

séparation en habitats AI et habitats PP se base sur les résultats de phylogéographie et de 

génétique des populations, qui ont montré qu’une seule espèce est présente dans chacun de 

ces sites (Chapitre 1 et Chapitre 2, partie B). Selon le critère latitudinal, on appellera « région 

Nord » le site CAR situé le plus au nord à 28°S, « région Sud » le site RLI situé le plus au sud 

à 31°S et enfin « région Centre » les sites géographiquement proches ACE et CHV situés à 

environ 29°S. Ici, l’hypothèse a priori est que les sites diffèrent par des facteurs 

environnementaux dépendant du gradient latitudinal, comme par exemple la température 

moyenne de l’eau de surface et/ou son régime de fluctuations.  

 

b) Réalisation de l’expérience 

Cette expérience lourde a pu être mise en place grâce à l’aide précieuse de l’ensemble des 

membres des équipes de J. Correa et S. Faugeron (PUCCh).  

 La technique de transplantation d’individus de L. nigrescens avait été préalablement 

mise au point par l’équipe chilienne (Correa et al., 2006). Nous avons adapté le protocole 

expérimental initial afin de pouvoir transplanter de plus jeunes individus. Le prélèvement des 

individus a consisté à détacher les individus de la roche à l’aide d’une spatule afin de 

conserver le disque entier. Le système de fixation est composé d’une maille, de serre-flexes et 

de vis (Fig. 2.C.6). La maille est pliée en deux et un trou est découpé dans une des deux 

parties. Les frondes de l’individu sont glissées à travers le trou : le disque est alors inséré 

entre les deux parties de la maille. L’utilisation de serre-flexes permet de fixer correctement le 

disque à la maille (Fig. 2.C.6A). Des trous sont réalisés dans la roche avec une perceuse, et les 

transplants sont fixés à la roche grâce à deux vis inoxydables (Fig. 2.C.6B et Fig. 2.C.6C). 

 

Choix des individus 

 Les individus à transplanter ont été choisis sur le terrain de façon à ce que le disque 

soit de taille suffisante pour être fixé sur la maille, soit un diamètre de l’ordre de 1cm à 5cm. 

Cette taille correspond à des juvéniles ayant un ou plusieurs stipes déjà bien individualisés de 

la fronde. Lors du choix des individus, la priorité a été donnée à la taille du disque, plutôt qu’à 

la longueur des frondes.  
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Fig.ure 2.C.6 : Structure de l’unité de transplant et installation. 
A. Structure de fixation de l’individu dans la maille, B. Fixation de la 
maille au rocher à l’aide de clips et de vis. C. Exemple d’individus 
transplantés à proximité de deux individus  de taille adulte. 
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           Plan expérimental 

 Quinze individus ont été transplantés pour chacune des 16 combinaisons possibles de 

site d’origine x site de destination (Tableau 2.C.1). Ces combinaisons ont été séparées en 

fonction de trois critères, afin de tester les hypothèses de divergence interspécifique, 

d’adaptation liée au site et d’adaptation liée à la latitude : (i) les transplantations entre sites 

d’espèces différentes (« inter ») versus les transplantations entre sites d’une même espèce 

(« intra ») ; (ii) des transplantations « auto », où le site de destination et le site d’origine sont 

les mêmes versus les transplantations « allo » (autres combinaisons) ; et (iii) des 

transplantations « autoLat » pour lesquelles le site d’origine et le site de destination sont de la 

même région latitudinale versus des transplantations « alloLat » (autres combinaisons).  

 L’ensemble des transplantations a été réalisé entre les 22 et 25 janvier 2008. Une forte 

mortalité a été enregistrée lors du suivi réalisé un mois après la transplantation (19-23 février). 

Afin de distinguer les effets de l’environnement (effets testés) des effets de la manipulation 

(imprévus de terrain), les individus morts en février ont été replacés lors des premiers suivis 

(février et mars), de façon à obtenir 15 individus transplantés par combinaison.  

 Afin de choisir des sites favorables au recrutement et à la croissance de L. nigrescens, 

les transplants ont été installés à proximité d’individus adultes de l’espèce, sur le même 

étagement de l’estran (position géographique des individus détaillée en Annexe 2.C.2a à d). 

 Afin de limiter la pollution génétique, nous avons retiré les transplants non-originaires 

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

 

c) Suivis des transplants 

 Les suivis ont consisté à évaluer tous les mois des paramètres de la valeur sélective 

des individus : la survie, la croissance et la maturité. Nous avons défini cinq états possibles 

pour chaque transplant :  

- V : vivant, avec présence de disque, stipes et frondes 

- E : présence de stipes et du disque, sans frondes  

- D : disque seul  

- N : rien (absence de disque) 

- A : maille absente, cassée (donnée manquante) 

 Les catégories E et D ont été définies afin de détecter une éventuelle régénération à 

partir des stipes ou même du disque en l’absence de frondes. Une telle régénération avait en 

effet été montrée chez L. nigrescens (espèce AI), mais après quelques mois la partie régénérée 
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Tableau 2.C.1 : Ensemble des combinaisons de site de destination et site d’origine testées. 
L’espèce correspondant aux sites est indiquée ainsi que le type de transplantation réalisée en 
fonction de l’espèce et de l’habitat, du site d’origine et du site de destination (SiteOri/SiteDest) ou 
de la latitude d’origine et de destination (LatOri/LatDest).  
 

Destination Origine Type de transplants 

Site Habitat Site Espèce Fonction 
espèce/habitat 

 
 

Fonction 
SiteOri/SiteDest 

 
 
 

Fonction 
LatOri/LatDest 

  

 

  

 

Intra Inter  Auto Allo  AutoLat AlloLat 
CAR PP  CAR PP  x   x   x  
CAR PP  ACE AI   x   x   x 
CAR PP  CHV PP  x    x   x 
CAR PP  RLI AI   x   x   x 
ACE AI  CAR PP   x   x   x 
ACE AI  ACE AI  x   x   x  
ACE AI  CHV PP   x   x  x  
ACE AI  RLI AI  x    x   x 
CHV PP  CAR PP  x    x   x 
CHV PP  ACE AI   x   x  x  
CHV PP  CHV PP  x   x   x  
CHV PP  RLI AI   x   x   x 
RLI AI  CAR PP   x   x   x 
RLI AI  ACE AI  x    x   x 
RLI AI  CHV PP   x   x   x 
RLI AI  RLI AI  x   x   x  
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           finissait par se détériorer et l’individu par mourir (Westermeier et al., 1994).  Dans le cas 

des individus vivants, la longueur totale des frondes et le diamètre maximal du disque ont été 

mesurés afin d’estimer leur croissance. La présence de sores a été recherchée sur les frondes 

pour estimer la maturité de ces individus à partir du troisième mois d’observation.  

 

d) Traitement préalable des données 

 Les analyses statistiques des données (analyses préalables et analyse de l’expérience) 

ont été réalisées à l’aide du logiciel STATISTICA v 7.0 (Tulsa, Etats-Unis) et les graphiques 

réalisés avec le logiciel Minitab v 15 (State Collège, Etats-Unis). 

 

Comparaison des tailles initiales entre sites d’origine 

 Lors de l’installation des transplants, nous avons remarqué qu’il était difficile de 

trouver des individus de même longueur de frondes pour un diamètre de disque fixé au 

préalable dans tous les sites : les individus provenant du site CAR en particulier semblaient 

être en moyenne plus grands que ceux des autres sites, quelque soit le mois de transplantation 

(janvier à mars). Une analyse de comparaison des tailles initiales (longueur totale des frondes 

et diamètre maximal du disque) a donc été réalisée en regroupant tous les individus mesurés 

en janvier (date où le plus de transplantations ont été réalisées), indépendamment de leur état 

en février (mort/vivant). Un test de comparaison de moyennes non paramétrique (test de 

Kruskal-Wallis) a été réalisé pour déterminer l’effet espèce et l’effet du site d’origine sur la 

taille initiale des individus. 

 

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

 Afin de détecter un éventuel effet de l’environnement (site de destination) sur les 

individus, il est essentiel de vérifier que, pour un site d’origine donné, les tailles initiales des 

individus ne diffèrent pas entre sites de destination. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé 

pour tester l’effet du site de destination sur la taille initiale des individus. Les deux variables 

utilisées sont la longueur totale des frondes et le diamètre maximal du disque. 

 

Traitement des données brutes avant analyse statistique 

 Avant analyse statistique, les individus n’ayant pas été observés vivants à 

l’observation suivant leur transplantation ont été éliminés du jeu de donnée. En effet, il n’est 

pas possible de déterminer s’il s’agit d’une mortalité due à la manipulation des individus 
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           (stress lors du transport par exemple) ou d’une mortalité due à l’expérience.  

 Les états N (absence de restes de l’individu) et A (absence de maille) ont été pris en 

compte de différentes façons, dépendant du suivi antérieur : 

- V au suivi antérieur : N et A sont considérés comme « données manquantes » 

pour l’ensemble de relevés suivants, car il n’est pas possible de savoir s’il 

s’agit d’une mortalité due à la mal-adaptation au milieu ou à un problème 

technique lié à la transplantation, comme par exemple un détachement 

accidentel de l’individu (N) ou de la maille (A).  

- E ou D au suivis antérieur : N et A ont été considérés comme mort de 

l’individu. 

 Enfin, les individus matures éliminés pour éviter la contamination génétique ont été 

considérés comme « données manquantes » aux observations suivantes, sauf indication 

contraire (variable de survie). Les transplantations ayant été réalisées à trois dates différentes, 

la durée des suivis (variable retenue pour les analyses) a donc varié entre cinq (transplants de 

mars) et sept mois (transplants de janvier) ; seules les données des cinq premiers mois de 

suivis de chaque individu ont été considérées pour les analyses. 

  

Traitement des variables 

 La survie des individus a été codée pour chaque mois d’observation : 1 = individu 

vivant, 0 = individu mort, D ou E. Les individus qui ont été retirés de l’expérience car arrivés 

à maturité ont été considérés comme vivants pendant les mois suivants : ces individus ont 

bouclé le cycle de vie, et ont donc une valeur sélective maximale. Trois variables de survie 

ont été obtenues, correspondants aux temps 3, 4 et 5 mois après transplantation.  

 Les nombres d’individus matures et non matures ont été obtenus pour chaque temps 

(3, 4 et 5 mois). Les individus matures éliminés avant le 5ème mois ont été considérés matures 

les mois suivants.  

La croissance des individus a été estimée à partir des pentes de leur courbe de 

croissance. Ces courbes représentant la longueur de chaque individu au cours du temps après 

transplantation suggèrent la présence de deux types de réponses suivant les individus : (i) une 

droite linéaire, de pente positive ou négative, et (ii) une courbe avec décroissance suivie d’une 

croissance linéaire. La décroissance initiale étant observée juste après transplantation, nous 

l’avons interprétée comme une période d’acclimatation. Pour chaque individu, nous avons 

utilisé la régression linaire pour estimer la pente de croissance et l’ajustement du modèle aux 

données (R2), en incluant et en excluant la donnée de longueur au moment de la 
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           transplantation. La comparaison des valeurs de R2 nous a permis de choisir le meilleur 

modèle, incluant ou non la phase d’acclimatation, pour chaque individu (voir Annexe 2.C.3 

pour la présentation de la méthode).  

 

e) Hypothèses spécifiques testées 

 

Résumé du plan d’expérience 

 Le plan de l’expérience consiste donc en quatre sites (CAR, ACE, CHV et RLI), 

utilisés à la fois comme sites d’origine des individus et comme sites de destination, soit 16 

combinaisons possibles de site d’origine x site de destination (Tableau 2.C.1). Les individus 

peuvent être regroupés en fonction de l’espèce (origines ACE et RLI pour l’espèce AI, CAR 

et CHV pour l’espèce PP) et de l’habitat de destination (destinations ACE et RLI pour Habitat 

AI et CAR et CHV pour Habitat PP), soit 4 combinaisons espèce x habitat. Le regroupement 

en fonction de la latitude considère trois régions latitudinales d’origine et de destination (Nord 

= CAR, Centre = ACE et CHV, Sud = RLI), soit 9 combinaisons possibles.  

 

Hypothèses testées  

 Afin de tester l’adaptation et la contre-sélection à différentes échelles (sites, habitats et 

régions latitudinales), nous avons défini trois groupes d’hypothèses à tester.  

 Le premier groupe d’hypothèses (H1) teste la présence de différences écologiques 

entre destinations (condition nécessaire à la divergence adaptative). La destination a été 

considérée à l’échelle des sites, des habitats ou des régions latitudinales : 

- H1a : il y a des différences environnementales entre sites (de destination) 

- H1b : il y a des différences environnementales entre habitats 

- H1c : il y a des différences environnementales entre régions latitudinales (de 

destination). 

 

 Le second groupe d’hypothèses (H2) teste la divergence adaptative entre origines 

(contre-sélection des immigrants). Comme précédemment, trois échelles (sites, espèces et 

régions latitudinales) ont été prises en compte : 

- H2a : il y a adaptation liée à l’espèce (divergence interspécifique) : individus résidents 

= individus de la même espèce que la population naturelle du site où ils sont 

transplantés (« intra », Tableau 2.C.1). Individus immigrants = individus de l’autre 
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           l’espèce (« inter », Tableau 2.C.1). 

- H2b : il y a adaptation liée au site (résidents = « auto » versus immigrants = « allo », 

Tableau 2.C.1).  

- H2c : il y a adaptation liée à la latitude (résidents = « autoLat ») versus immigrants = 

« alloLat »). 

  

 Enfin, un troisième et dernier groupe d’hypothèses (H3) teste la signification des 

différents types de regroupements effectués, ou en d’autres termes, l’homogénéité des 

sites au sein des habitats ou des régions :  

- H3a : le regroupement des sites en habitats est valide, c’est-à-dire qu’il n’y a pas de 

différence environnementale entre sites de destination au sein d’un habitat donné. Cela 

se traduit par une absence d’effet du site de destination sur la valeur sélective et par 

une absence d’effet de l’interaction entre site d’origine et site de destination sur la 

valeur sélective au sein de chaque habitat. 

- H3b : le regroupement des sites en régions latitudinales est valide, c’est-à-dire qu’il 

n’y a pas de différence environnementale entre sites de destination composant une 

région latitudinale donnée. Comme pour l’hypothèse H3a, cela se traduit par une 

absence d’effet du site de destination et de l’interaction avec le site d’origine sur la 

valeur sélective au sein de chaque région latitudinale de destination.  

 

f) Caractéristiques des tests statistiques réalisés 

 

Jeux de données utilisés 

 Les tests de différences environnementales entre destinations (H1a, b et c) ont été 

réalisés sur l’ensemble du jeu de données.  

 La contre-sélection des immigrants étant un processus qui dépend des conditions 

environnementales du site, nous avons réalisé les tests de divergence adaptative (H2a et b) en 

divisant le jeu de données en fonction du site de destination des individus. Quatre tests ont 

donc été réalisés pour chaque hypothèse. 

 Le test de la validité du regroupement en habitats (H3b) a été réalisé de façon séparée 

pour chaque habitat. La validité du regroupement en régions latitudinales (H3b) a été testée 

uniquement pour les données de la région Centre, seule région composée de plus d’un site de 

destination.  
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           Analyse des variables catégorielles : analyse log-linéaire 

 Les tests d’indépendance, ou tests d’association, ont pour but de tester l’indépendance 

entre les variables catégorielles composant un tableau de fréquences. L’analyse se base sur le 

principe du calcul des fréquences des cases du tableau à partir des fréquences marginales 

(totaux des lignes et des colonnes) sous l’hypothèse que les facteurs sont indépendants 

(hypothèse nulle). Si l’écart entre les fréquences attendues sous l’hypothèse nulle et les 

fréquences observées est significatif, les facteurs ne sont pas indépendants. Afin de tester cet 

ajustement du modèle aux fréquences observées, deux statistiques peuvent être utilisées : la 

statistique traditionnelle du Chi-carré et la statistique du Chi-carré de Maximum de 

Vraisemblance (Maximum Likelihood ou ML Chi-carré), également appelée statistique-G 

(Sokal et Rohlf, 1981). Cette dernière statistique est recommandée par rapport au Chi-carré 

traditionnel pour des raisons théoriques, du fait de ses propriétés additives (Sokal et Rohlf, 

1981). Le modèle log-linéaire permet, à partir d’une transformation logarithmique, de tester 

l’indépendance entre plus de deux facteurs (tableaux à entrées multiples) et de reformuler 

l’analyse dans des termes similaires à ceux de l’analyse de variance (ANOVA). Une 

limitation cependant des tests d’indépendance est qu’ils ne permettent pas de tester les effets 

des variables emboîtées. Dans le cas de l’expérience de transplants, cette restriction est 

importante : les sites de destination sont emboîtés dans les habitats (ou régions latitudinales) 

et les sites d’origine dans les espèces. L’analyse nécessite alors de tester les variables 

séparément, sans prendre en compte l’emboîtement. 

 Dans le cas de tableaux à entrées multiples (avec plus de deux variables), une 

procédure en deux étapes a été utilisée, comme recommandé par les auteurs du 

logiciel STATISTICA : (i) test des niveaux d’interaction, afin de déterminer le degré de 

complexité du modèle, et (ii) test des associations partielles et marginales, permettant 

d’identifier les interactions significatives. Ces deux étapes permettent de déterminer quels 

sont les effets significatifs à inclure dans le modèle. Prenons un exemple d’un tableau de 

contingence avec trois facteurs 1, 2 et 3. La première étape va consister à tester la 

significativité des interactions de niveau 2 (interactions 1x2, 1x3 et 2x3) d’une part, et celle 

des interactions de niveau 3 d’autre part (interaction 1x2x3). Dans le cas de l’interaction de 

niveau 2, par exemple, les modèles comparés sont H0 = modèle sans interaction de niveau 2 et 

H1 = modèle incluant toutes les interactions de niveau 2. La comparaison de l’ajustement des 

données aux deux modèles permet d’obtenir une valeur de ML Chi-carré et une valeur de p 

associée : si celle-ci est inférieure au seuil α fixé, l’ajustement du modèle aux données est 

meilleur lorsque l’on ajoute les interactions de niveau 2, c’est-à-dire qu’au moins une des 
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           interactions de niveau 2 est significative et doit être incluse dans le modèle. La deuxième 

étape a pour but de déterminer quelles sont ces interactions significatives, à l’aide de deux 

tests. Le test d’association partielle compare l’ajustement aux données des modèles suivants : 

(1) le modèle incluant toutes les interactions de même niveau que celle testée et (2) le modèle 

incluant toutes les interactions de même niveau que celle testée, à l’exception de l’interaction 

testée. Le test d’association marginale compare l’ajustement aux données des modèles 

suivants : (1) le modèle sans aucune interaction du niveau de celle testée (mais incluant celles 

d’ordre inférieur) et (2) le modèle incluant uniquement l’interaction testée et aucune autre de 

même niveau. Pour ces deux tests, une valeur de p < α indique que l’interaction testée est 

significative et doit être incluse dans le modèle. 

 Dans le cas de tableaux de contingence à deux variables (une variable explicative et la 

variable de réponse), l’analyse log-linéaire revient à comparer l’ajustement du modèle 

d’indépendance des variables (hypothèse nulle) par rapport à celui de dépendance, et donc à 

tester simplement la significativité de l’interaction de niveau 2. 

 L’analyse log-linéaire a été utilisée pour les variables de réponse catégorielles, c’est-à-

dire la survie et la maturité, toutes les deux codées de manière binaire. Les résultats montrant 

la présence de conditions non-réalisées (cases du tableau de contingence avec aucun 

individu), nous avons utilisé l’analyse log-linéaire plutôt que la régression logistique, bien que 

la première ne permette pas de considérer l’emboîtement des variables. Pour ces analyses 

avec le logiciel STATISTICA, nous avons utilisé la procédure itérative, permettant l’analyse 

de plus de deux variables. Le nombre d’itérations par défaut (50, avec un critère de 

convergence de 0,01) a été suffisant pour l’ensemble des tests réalisés pour atteindre la 

convergence, assurant une bonne précision de l’analyse. Comme recommandé par les auteurs 

du logiciel dans le cas d’échantillons de petite taille, nous avons utilisé la correction Delta, 

avec Delta = 0,5. Cette correction consiste à ajouter cette constante à toutes les fréquences 

observées du tableau, avant analyse. Cette correction, analogue à celle de Yates pour la 

continuité, est cependant considérée comme très conservative par Sokal et Rohlf (1981 et 

références inclues). 

  

Analyse des variables continues : tests de Kruskal-Wallis 

 Pour l’analyse des données de croissance, nous avons utilisé le test de Kruskal-Wallis, 

qui compare les médianes des échantillons, après une transformation en rangs des valeurs. 

Nous avons privilégié ce test non-paramétrique à l’ANOVA du fait du faible nombre 

d’individus dans les échantillons (entre 8 et 15). Il n’existe cependant pas de test non-
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           paramétrique qui permettrait de tester l’effet de deux variables explicatives et de leur 

interaction sur la variable de réponse dans le cas d’échantillons indépendants. 

 Dans le cas où plus de deux conditions sont comparées (ex : effet du site d’origine), 

nous avons réalisé des comparaisons multiples entre paires d’échantillons, celles-ci permettant 

de tester les hypothèses du groupe 3 (validité des regroupements de sites). 

 

g) Analyse des conditions environnementales 

 L’expérience de transplantation a été réalisée de janvier à août 2008. D’après les 

relevés du Service Climatique des Etats-Unis (National Weather Service), entre janvier et juin 

les conditions océanographiques correspondaient à un évènement La Niña d’intensité 

importante, avec un pic en février 2008. Les conditions sont redevenues neutres dans le 

courant du mois de juin, et ont persisté jusqu’à la fin de l’expérience (août). L’indice 

multivarié ENSO représenté dans la figure 2.C.7 est basé sur six variables principales 

observées dans la région tropicale du Pacifique. Ces six variables sont la pression au niveau 

de la mer, les composantes méridionale et zonale des vents de surface, la température de l’eau 

et de l’air de surface et la surface de ciel sans nuage (Wolter et Timlin, 1998). 

 Afin d’estimer la température de l’eau dans les sites utilisés pour l’expérience, nous 

avons utilisé des thermomètres installés dans le haut de l’étage subtidal. Les données de 

température proviennent de la « Estación Costera de Investigaciones Marinas « (ECIM, 

PUCCh), auxquelles nous avons ajouté des données acquises pour le site Aceiutno (ACE). 

L’ensemble des données analysées couvre 16 sites répartis entre 28°S et 34°S (Annexe 2.C.7) 

et une période comprise entre le 29 août 2007 et le 3 juillet 2008. Les thermomètres sont 

localisés dans le site même de transplantation pour CHV et ACE, tandis que les données de 

Huasco (HCO, 28°27’S, situé à 50km au sud de notre site de transplantation CAR) et de Punta 

Talca (PTAL, 30°55’S, situé à 20km au sud de notre site de transplantation RLI, Fig. 2.C.1) 

seront utilisées pour inférer sur les températures de ces sites CAR et RLI. Treize des 16 sites 

avaient été inclus dans l’analyse de phylogéographie (Chapitre 1). Les trois sites restants ont 

été considérés comme des sites AI, du fait de leur latitude (31°S-33°S) et de la présence de 

sites AI à proximité (sites : POSC, Puerto Oscuro, Huenteláucen, HUEN, et QUINTAY, voir 

détail des sites en Annexe 2.C.7). L’analyse des données de températures de l’eau a eu pour 

objectif de déterminer si les régimes de variation de température sont similaires entre sites de 

transplantation, et plus généralement entre sites habités par la même espèce.  

 Une Analyse en Composantes Principales (ACP) a été réalisée (procédure PROC 
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Figure 2.C.7 : Comparaison des valeurs de l’indice ENSO multivarié (prennant en compte six 
variables environnementales, voir texte) entre 1950 et 2008. La période de l’expérience de 
transplantation (janvier à août 2008) apparaît comme un évènement La Niña « historique ». 
Les valeurs négatives de l’indice, en bleu, représentent la phase froide de ENSO (La Niña), tandis 
que les valeurs positives, en rouge, représentent la phase chaude (El Niño). Les évènements La Niña 
considérés comme « historiques » (majeurs) sont indiqués par un astérisque. Source: 
NOAA/ESRL/Physical Science Division – University of Colorado at Boulder/CIRES/CDC. 
 

2008

* * * * * * * * *
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           PRINCOM du logiciel SAS, Cary, Etats-Unis) en considérant comme variables les moyennes 

thermiques journalières de chaque site, sur l’ensemble du jeu de données d’une part, et sur un 

jeu de données excluant les mois d’hiver d’autre part (avril à août inclus). Pour chaque paire 

de localités, un coefficient de corrélation non-paramétrique de Pearson a été calculé. Un test 

de Mantel a ensuite été réalisé avec le logiciel Arlequin v 3.1.1 (Excoffier et al., 2005) pour 

tester l’association entre la matrice de distances géographiques entre sites et la matrice de 

corrélation (1000 bootstraps). 

 

 

3. Résultats 

 

a) Réalisation de l’expérience et suivis 

 Des exemples des états observés V et E sont présentés dans la figure 2.C.8 et un 

exemple d’individu montrant une croissance importante du disque est présenté dans la figure 

2.C.9. L’ensemble des suivis a pu être réalisé de façon mensuelle, sauf pour ACE en juin 

(Tableau 2.C.2). Le détail du nombre initial d’individus inclus dans l’analyse (après 

remplacements dus aux imprévus de terrain) est indiqué Tableau 2.C.3 pour chacune des 16 

combinaisons de sites (9 à 15 individus par combinaison).  

 La valeur sélective de certains individus semble avoir été affectés par la présence de 

l’algue verte encroûtante Codium dimorphum dans le site RLI (Annexe 2.C.2d). La croûte de 

Codium s’est étendue jusqu’à recouvrir les transplants A51 et A52, d’origine ACE, et V46, 

d’origine CHV. La présence de cette algue n’est pas considérée comme un facteur limitant 

pour le recrutement (à la différence d’algues calcaires) ni pour la survie de L. nigrescens. 

Cependant, pour deux de ces individus (A52 et V46), j’ai remarqué lors du premier suivi que 

les mailles et les frondes étaient littéralement recouvertes de Codium.  

 Les individus présents sous l’état D (disque seul) ont été considérés comme morts lors 

des analyses, aucune régénération n’ayant été observée à partir de cet état. Concernant l’état E 

(stipes et disque, sans frondes), un cas de régénération a été observé, mais l’individu est mort 

le mois suivant la régénération. Néanmoins, la persistance des individus dans l’état E peut être 

longue (observations allant jusqu’à six mois), ce qui suggère que ces individus sont capables 

de photosynthèse. En accord avec le faible taux de régénération et la mort de l’individu après 

régénération également décrite par Westermeier et al., 1994, les individus dans l’état E ont été 
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Figure 2.C.9 : Disque d’un individu 
quatre mois après transplantation, 
montrant une croissance importante 
du disque et l’adhésion à la roche. 
 

vivants « stipes »

Figure 2.C.8 : Exemple d’individus vivants (V) et d’individus observés à l’état 
« stipes » (E, absence de frondes) deux mois après transplantation. 
 

Tableau 2.C.2 : Dates de la mise en place et des suivis de l’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 

19/07/08 
 X 

X 
sites ACE, CHV et RLI 
site CAR 

Août 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 d’origine 

 L’analyse de l’effet du site d’origine sur la taille initiale (avant transplantation) des 

individus a été réalisée en utilisant les données collectées en janvier sur 240 individus, soit 60 

individus pour chacun des quatre sites d’origine. 

 Les tests statistiques confirment que la taille initiale des individus diffère selon les 

espèces (p<0,001) et le site d’origine (p<0,001) (détails présentés en Annexe 2.C.4a). En 

moyenne, les individus originaires des deux sites de l’espèce PP (CAR et CHV) sont plus 

grands (longueur des frondes et diamètre de disque) que ceux de l’espèce AI (Fig. 2.C.10). 

Lorsque les sites sont comparés au sein de chaque espèce, aucune différence de taille initiale 

n’a été détectée entre les deux sites AI (p=0,952 pour la longueur des frondes, p=0,844 pour 

le diamètre de disque), contrairement aux deux sites PP (p<0,001 et p=0,002 respectivement 

avec CAR > CHV). 

  

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

 Afin d’être surs qu’il n’y avait pas de biais expérimental, nous avons vérifié l’absence 

de différence significative de longueur initiale des individus entre sites de destination pour 

chacun des sites d’origine (valeurs de p>0,05, Fig. 2.C.11). Concernant le diamètre initial du 

disque, aucun effet du site de destination n’a été détecté pour les sites d’origine CAR et RLI 

(p>0,05) tandis qu’un effet marginalement significatif a été détecté pour les sites d’origine 

ACE (p=0,013) et CHV (p=0,039) (Fig. 2.C.11).  

 

c) Analyses statistiques de l’expérience de transplants 

 Les résultats présentés ici concernent l’ensemble de l’expérience (temps = 5 mois 

après transplantation), sauf mention contraire. Les résultats après 3 et 4 mois d’expérience et 

le détail des tests sont présentés dans l’Annexe 2.C.5 (représentation graphique) et dans 

l’Annexe 2.C.6 (tests statistiques). 

 Lors de la mesure de la largeur du disque, il s’est avéré que ce paramètre dépendait 

particulièrement de conditions externes à l’expérience. Ainsi, la croissance du disque au-delà 
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Figure 2.C.10: Distribution des valeurs de 
taille initiale des individus avant 
transplantation (janvier 2008), pour 
chacun des sites d’origine. A. Longueur 
totale des frondes, B. Diamètre maximal du 
disque. Les sites sont ordonnés par latitude 
(du nord vers le sud) et la couleur correspond 
à l’espèce d’appartenance (vert : PP, bleu : 
AI). Pour chaque graphe, les chiffres 
représentent les groupes statistiquement 
différents (p<0,05). 

Tableau 2.C.3 : Nombre d’individus inclus dans l’analyse pour chaque combinaison de site de 
destination x site d’origine après remplacements dus aux imprévus de terrain. 
 

Date de transplantation 
Destination Origine 

Janvier Février Mars 
Total 

CAR CAR 01 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 152 0 0 15 
RLI CAR 14 0 0 14 
RLI ACE 6 5 0 11 
RLI CHV 01 13 0 13 
RLI RLI 13 1 0 14 

 
1 : Tous les individus ont dû être remplacés car une forte mortalité due aux conditions expérimentales s’est 
produite après transplantation durant ce mois de janvier. 
2 : Au contraire, aucun individu n’a été remplacé car les premières conditions expérimentales de transplantation 
ont été excellentes. 
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Figure 2.C.11  Distribution des valeurs de taille initiale des individus transplantés, pour 
chacune des 16 combinaisons site d’origine x site de destination. A. Longueur initiale, B. 
Diamètre maximal du disque. La couleur correspond ici au site de transplantation (destination) des 
individus (vert :  habitat PP, bleu : habitat AI, avec des nuances correspondant à chacun des sites). 
Pour chaque graphe, les chiffres représentent les groupes statistiquement différents (p<0,05), NS : 
test non significatif. 
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           de la maille de fixation dépendait de la distance entre la maille et la roche et également de la 

configuration de la roche (creux ou bosses par exemple). Etant donné que le diamètre du 

disque semble refléter plutôt les conditions du microenvironnement du site de destination, 

cette variable n’a pas été retenue dans les analyses. 

 

Des différences environnementales significatives entre destinations 

 Les tests montrent que, pour les trois variables considérées pour l’estimation de la 

valeur sélective (survie, maturité et croissance en longueur), il existe des différences 

significatives entre sites de destination, entre habitats et entre régions latitudinales (Tableau 

2.C.4), toutes origines confondues. Dans le cas de la survie, la différence entre destinations 

apparaît dès le 3ème mois de l’expérience, date qui correspond à la première évaluation de la 

survie. La différence de maturité entre destinations apparaît à partir du 4ème mois lorsque l’on 

considère les sites ou les régions latitudinales de destination, et uniquement au 5ème mois pour 

les habitats (Annexe 2.C.6a). Les individus transplantés dans les habitats PP ont en moyenne 

une meilleure valeur sélective que ceux transplantés dans les habitats AI. 

 

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

 Une survie plus élevée pour les individus de la même espèce que la population 

naturelle du site (relation POS) a été observée dans le site RLI uniquement (p=0,0003 ; 

Tableau 2.C.5, Fig. 2.C.12). Cette divergence interspécifique est significative pour les trois 

temps considérés (3, 4 et 5 mois, Annexe 2.C.6b). Les données de croissance montrent 

également une divergence interspécifique limitée au site RLI (p<0,0001 ; Tableau 2.C.5, Fig. 

2.C.14B). 

 Les tests concernant la maturité ne montrent pas de différence significative entre 

espèces au sein des quatre sites (p>0,05, Tableau 2.C.5). 

 

Une adaptation liée au site limitée aux sites RLI et CHV 

 Une meilleure survie des individus originaires du site par rapport à ceux provenant 

d’un autre site (adaptation liée au site) a été détectée uniquement dans le site RLI (relation 

POS, p<0,001 : Tableau 2.C.5 et Fig. 2.C.12) pour les trois temps considérés (Annexes 2.C.5 

et 6c). Aucune différence de maturité entre individus résidents et individus immigrants n’a été 

détectée dans les quatre sites considérés (p>0,05, Tableau 2.C.5, Fig. 2.C.13). Enfin, une 

différence significative entre résidents et immigrants a été détectée en terme de croissance 

dans les sites CHV et RLI (p<0,001, relations POS, Tableau 2.C.5). 
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Tableau 2.C.4 : Résultats des tests des hypothèses 1 : effet de la destination sur les variables 
mesurées. Le type de différences environnementales testé est indiqué, ainsi que la valeur de p 
correspondante. Les valeurs inférieures au seuil α de 0,05, indiquant des différences significatives 
entre destinations, sont en gras. Les tests réalisés sont des analyses log-linéaires dans le cas des 
variables survie et maturité et des tests de Kruskal-Wallis dans le cas de la variable de croissance 
(croissance en longueur), et concernent l’ensemble de l’expérience (5 mois). Hyp. : numéro de 
l’hypothèse testée (voir texte). 
 

Valeur de p 
Hyp. Différences environnementales testées 

Survie Maturité Croissance 
H1a Différences environnementales entre sites de destination 0,000001 0,000001 <0,0001 
H1b Différences environnementales entre habitats 0,000372 0,000372 <0,0001 
H1c Différences environnementales entre régions latitudinales  

de destination 0,000000 0,000000 <0,0001 

 
Tableau 2.C.5 : Résultats des tests des hypothèses 2a et 2b de divergence adaptative entre 
espèces et d’adaptation liée au site dans chacun des sites de destination. Une valeur de  p<0,05 
indique la présence d’une adaptation significative (relation POS dans tous les cas : résidents > 
immigrants). Voir le texte pour la définition des types d’adaptation et voir également la légende du 
Tableau 2.C.4. 
 

Valeurs de p 
Site de destination Variable Hyp. Type d’adaptation testée 

CAR ACE CHV RLI 
Survie 
 H2a Divergence interspécifique 0,078405 0,746480 0,163163 0,000315 
 H2b Adaptation liée au site 0,591970 0,755538 0,274967 0,000499 
Maturité 
 H2a Divergence interspécifique 0,098378 0,447773 0,687117 0,357625 
 H2b Adaptation liée au site 0,073918 0,149184 0,354339 0,179250 
Croissance 
 H2a Divergence interspécifique 0,6614 0,2260 0,3243 0,0000 
 H2b Adaptation liée au site 0,1118 0,0620 0,0055 0,0000 
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Figure 2.C.12 : 
Pourcentage d’individus 
considérés vivants à la fin 
de l’expérience (5 mois) 
pour chaque combinaison 
de site d’origine et site de 
destination. Les individus 
étant arrivés à maturité avant 
5 mois ont été retirés mais 
considérés comme vivants. 

Figure 2.C.13 : 
Pourcentage d’individus 
arrivés à maturité au cours 
de l’expérience  
pour chaque combinaison 
de site d’origine et site de 
destination. 
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Figure 2.C.14  Distribution des valeurs de pente de croissance des individus transplantés, pour 
chacune des 16 combinaisons site d’origine x site de destination. Pour faciliter la lecture, les 
données ont été organisées par site d’origine (A) et par site de destination (B). La croissance 
considérée ici est la croissance en longueur.  
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Tableau 2.C.6 : Tests des hypothèses 3 concernant l’homogénéité entre sites au sein des habitats 
et de la région Centre. Voir également la légende du Tableau 2.C.4. ND : pour la croissance, 
l’interaction site d’origine x site de destination n’a pas pu être testée, du fait des limitations des tests 
non-paramétriques (voir texte). 
 

Valeurs de p 

Test du l’effet site de destination  
 

Test de l’interaction  
site origine x site destination 

Habitat ou 
Région latitudinale 

 
 

Survie Maturité Croissance Survie Maturité Croissance 
Habitat PP  0,947660 0,000036 0,0000 

 
0,089935 0,544872 ND 

Habitat AI  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 l’environnement 

 Des différences significatives entre régions latitudinales en terme de survie et de 

croissance ont été détectées (valeur de p maximale de 0,006, tests significatifs également 

lorsqu’on applique la correction de Bonferroni ; Annexe 2.C.6d). Les trois variables étudiées 

montrent globalement un gradient latitudinal avec une valeur sélective des individus 

supérieure dans la région Nord (CAR), intermédiaire dans la région Centre (ACE et CHV) et 

inférieure dans la région Sud (RLI) (Fig. 2.C.12-14). Concernant la maturité, les régions de 

destination Centre et Sud ne montrent pas de différence significative (p=0,495), tandis que 

chacune de ces régions montre un taux de maturité significativement inférieur à la région 

Nord (p<0,001). Au sein de la région Centre (regroupant ACE et CHV), il n’existe pas de 

différence significative entre sites de destination pour les taux de survie, de maturité et de 

croissance (p>0,05, Annexe 2.C.6d et f). De plus, quand l’interaction site d’origine x site de 

destination a pu être testée, celle-ci n’est pas significative (survie et maturité, p>0,05, Annexe 

2.C.6f). 

 Enfin, afin de tester l’hypothèse d’adaptation latitudinale (H2c), nous avons testé pour 

chaque région de destination si les résidents avaient une meilleure valeur sélective que les 

immigrants Ce n’est généralement pas le cas (p>0,05), sauf pour la région Sud, représentée 

par le seul RLI, qui montrait un taux de survie et une croissance plus importants pour les 

résidents que pour les immigrants (relation POS), mais pas de différence au niveau du taux de 

maturité  (Tableau 2.C.5).  

 

d) Caractérisation des sites : données de température de l’eau 

 Les Analyses en Composantes Principales réalisées sur les températures moyennes 

journalières sont présentées dans la Figure 2.C.15 et les valeurs de coefficients de corrélation 

dans l’Annexe 2.C.7. L’analyse sur des données de 2 à 10 ans, incluant tous les sites à 

l’exception du site ACE, permet de visualiser deux groupes, l’un comprenant les sites 

localisés à des latitudes de 28-30°S, l’autre regroupant des sites compris entre 31°S et 34°S 

cette différence étant accentuée au printemps et en été (Castillo et al., en prep.). Le site PTAL 

(Pta Talca, 30°55’S) s’est révélé être un site intermédiaire pour certaines autres 

caractéristiques physiques (vents notamment, Castillo et al., en prep.). L’analyse incluant 

ACE, mais limitée à 310 jours, montre une structuration moins prononcée (Fig. 2.C.15). Trois 

groupes de sites peuvent être distingués : (i) un groupe relativement homogène constitué de 

tous les sites de l’espèce PP sauf le site ARY ; (ii) un groupe plus hétérogène constitué par 
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Figure 2.C.15  Analyses en 
Correspondances Principales 
(ACP) de la température 
journalière moyenne entre le 29 
août 2007 et le 3 juillet 2008 pour 
16 sites entre 28°S et 34°S. A. 
ACP réalisée sur l’ensemble du jeu 
de données (310 jours), B.  ACP 
réalisée en excluant les mois d’hiver 
(avril à août). Les sites de 
transplantation (ACE et CHV) ou à 
proximité (RLI : Punta Talca, 
PTAL ; CAR : Huasco, HCO) sont 
indiqués en encadré. C. et D. : 
localisation géographique des sites. 
En vert : sites de l’espèce PP, en 
bleu : sites de l’espèce AI, d’après 
les résultats du Chapitre 1. 
Données : ECIM, PUCCh, sauf site ACE. 
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           une majorité des sites de l’espèce AI, sauf ACE, HUE et LC ; et (iii) un groupe intermédiaire, 

constitué par les quatre sites restants (ACE, HUE, LC et ARY). L’axe 2 sépare principalement 

ACE des trois autres sites de ce groupe.  

 Les tests de Mantel n’ont pas montré d’autocorrélation spatiale des données de 

températures moyennes journalières (p>0,05). Les coefficients de corrélation sont inférieurs à 

0,67 pour toutes les comparaisons entre ACE et les autres sites (Annexe 2.C.7). Entre sites de 

l’espèce PP, les coefficients de corrélation sont très forts (supérieurs à 0,90), tandis qu’ils sont 

plus faibles entre sites de l’espèce AI (entre 0,68 et 0,94, ACE exclu). Les corrélations entre 

sites PP et sites AI sont comprises entre 0,90 et 0,61, lorsque ACE est exclu. 

 

 

4. Discussion 

 

 L’expérience de transplantation réciproque a permis de montrer la présence de 

différences environnementales entre sites, se traduisant par des tailles d’individus différentes 

et des valeurs sélectives après transplantation environnement-dépendantes. Un patron de 

divergence adaptative caractérisé par une meilleure valeur sélective des individus du site et de 

l’espèce résidente que celles des individus de l’espèce immigrante n’a pu être mis en évidence 

que dans un seul des sites considérés (site RLI). 

  

Un gradient latitudinal de qualité de l’environnement et de la plasticité phénotypique 

 Les tests statistiques ont montré des différences significatives de morphologie des 

individus juvéniles entre sites, habitats et régions latitudinales ainsi que des variations des 

valeurs sélectives moyennes dépendant de l’environnement.  

 Bien que nous ayons essayé de sélectionner des individus de tailles similaires entre 

sites d’origine pour la réalisation des transplantations, cela n’a pas toujours été possible. Ces 

limitations rencontrées sur le terrain semblent correspondre à des différences de qualité 

environnementale, et probablement à une différence de croissance ou de morphologie entre 

espèces. Ainsi, les individus juvéniles du site CAR sont en moyenne plus grands (longueur et 

diamètre de disque) que les individus provenant du site CHV. Ces deux groupes d’individus 

de l’espèce PP sont également plus grands en moyenne que les individus de l’espèce AI (sites 

d’origine ACE et RLI). L’expérience de transplantation réciproque a permis de montrer que 

ces différences de morphologie sont en grande partie dues à de la plasticité phénotypique, les 
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           individus d’origines différentes mais transplantés dans un même site ne montrant plus de 

différence significative de taille. Le site RLI est cependant une exception notable à ce patron 

comme il sera discuté plus loin. 

 La variation de qualité de l’environnement semble corrélée à la latitude, avec un taux 

de survie, un taux de maturité et une croissance décroissants du nord vers le sud. L’analyse 

statistique a en effet montré que le regroupement des sites en habitat, en fonction de la 

présence d’une ou l’autre des espèces, correspondait en réalité à un regroupement de sites 

hétérogènes (habitat PP et habitat AI). Par opposition, le regroupement des sites ACE et CHV 

en une région Centre correspondait à un habitat homogène en terme de réponse des individus 

à l’environnement (valeur sélective après transplantation). 

 

Contre-sélection des immigrants asymétrique : divergence adaptative entre espèces  

 Dans les sites ACE et CAR, aucune différence significative de valeur sélective n’a été 

détectée entre individus d’origines différentes ni d’espèces différentes. Dans le site CHV, le 

patron est similaire, exception faite pour la croissance, avec une croissance plus forte des 

individus résidents par rapport aux individus immigrants (p <0,006). Les différentes espèces 

ne montrent cependant pas de différences de croissance dans ce site. 

 Au contraire, dans le site RLI, l’expérience de transplantation a permis de montrer la 

présence d’une importante contre-sélection des immigrants, avec un taux de survie et une 

croissance en moyenne plus importants pour les individus de l’espèce AI par rapport aux 

individus de l’espèce PP. Cette différence n’a pas pu être confirmée par les données de 

maturité, possiblement du fait de la puissance limitée du test : peu d’individus dans ce site 

sont arrivés à maturité  

 

Rôle de l’adaptation dans l’isolement reproducteur et le processus de spéciation 

 Ces analyses montrent donc la présence d’une contre-sélection des immigrants 

dépendant du site d’origine des individus, mais également de l’espèce, dans le site RLI, tandis 

que ce processus est absent dans les autres sites ou régions (en particulier la région Centre). 

Ce patron asymétrique traduit la présence d’adaptations liées à l’espèce (divergence 

interspécifique) et au site non réciproques. Nos données ne sont donc pas concordantes avec 

l’hypothèse généralement faite d’une pléiotropie antagoniste, avec un coût de l’adaptation 

(Kawecki et Ebert, 2004), mais s’ajoutent aux nombreuses études d’adaptation locale 

montrant un patron asymétrique (voir pour revue Kassen, 2002 et Leimu et Fischer, 2008). 

 En se basant sur les résultats de l’expérience de transplantation, les individus de 
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           l’espèce AI peuvent être considérés comme plus généralistes que les individus de l’espèce PP, 

considérés comme spécialistes de leur environnement. Les spécialistes écologiques se 

caractérisent en effet par une niche (ensemble des conditions dans lesquelles les individus 

peuvent survivre) plus étroite et une variance de valeur sélective plus prononcée entre 

environnements différents que les généralistes (Kassen, 2002). Comme décrit par Castillo et 

al., en prep., les habitats PP (entre 28°S et 30°S) montrent une variabilité interannuelle plus 

importante que les habitats AI (30°S-34°S), liée aux évènements ENSO, tandis que les 

habitats AI montrent une variabilité temporelle à une plus petite échelle, avec des variations à 

l’échelle synoptique plus prononcées que dans les habitats PP. Peu d’études se sont focalisées 

sur le rôle des variations temporelles de l’habitat dans l’évolution vers un génotype spécialiste 

ou généraliste (voir pour revue Kassen, 2002). Ces études suggèrent cependant que la 

variation temporelle à grande échelle de temps tendrait à favoriser l’évolution vers des 

génotypes spécialistes se succédant dans le temps, tandis que la variation à petite échelle 

temporelle favoriserait l’évolution vers des génotypes généralistes. L’échelle de temps 

considérée dépend du temps de génération de l’espèce : dans le premier cas, les individus ont 

une durée de vie en moyenne inférieure à la période entre deux changements 

environnementaux et expérimentent donc une seule condition d’habitat, tandis que dans le 

second cas, les variations environnementales ont lieu plusieurs fois au cours de la vie des 

individus. A cela s’ajoute également un effet de la prédictibilité des variations temporelles des 

conditions environnementales, les généralistes étant favorisés dans les habitats à variations 

prédictibles et les spécialistes dans les habitats à variations non prédictibles (Kassen, 2002). 

L’hypothèse que l’espèce AI serait plus généraliste que l’espèce PP serait concordante avec 

les caractéristiques d’échelle temporelle et de prédictibilité des variations temporelles des 

conditions environnementales au sud et au nord de 30°S : des variations sur des temps courts 

(quelques jours) mais prédictibles favorisant des généralistes dans l’aire de distribution de 

l’espèce AI versus des variations fortes portant sur plusieurs années (ENSO) mais non-

prédictibles favorisant des spécialistes dans l’aire de distribution de PP. 

 L’absence de contre-sélection des immigrants dans les sites au nord de 30°S et le fait 

que l’espèce AI semble plus généraliste que l’espèce PP sont également concordants avec 

l’observation des quelques sites AI se maintenant au nord de la limite des 30°S (sites ACE, 

IPA et COZ) au sein de l’aire de distribution de l’autre espèce, plutôt que l’observation 

contraire, c’est-à-dire des sites PP qui seraient trouvés au sud de la limite des 30°S. Le 

nombre de ces sites particuliers est cependant limité en nombre et en largeur latitudinale (3 

sites AI, décrits entre 29°S et 30°S). 
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            Dans le site RLI, la présence d’une forte sélection contre les individus immigrants, en 

particulier lorsque ces individus sont de l’espèce PP, suggère que ce processus contribue au 

maintien de l’intégrité des deux espèces et à la disjonction de leurs aires de distribution. Afin 

de distinguer un effet site particulier d’un effet commun aux sites de l’aire de distribution AI, 

il serait cependant nécessaire de répéter l’expérience en incluant des répliquas dans cette 

région. Le site RLI se caractérise en particulier par la présence d’une rivière (Río Limari, un 

des rares cours d’eau dans cette région semi-aride) à proximité : le patron observé à RLI 

pourrait être donc lié à l’influence de cette rivière sur l’écosystème côtier (apports de 

sédiments et d’eau douce notamment). La présence de cours d’eaux constitue une des 

différences observées entre les aires de distribution des espèces AI et PP : bien qu’il n’y ait 

pas de discontinuité abrupte, les cours d’eau au nord de 30°S sont très peu nombreux (Río 

Loa à 20°42’S, Río Huasco à 28°44’S), alors qu’ils deviennent plus nombreux et avec un 

débit plus important en allant vers le sud du Chili.  

 Enfin, la contre-sélection des immigrants à RLI pourrait être liée au fait que 

l’expérience s’est déroulée pendant une année La Niña considérée comme « historique », se 

traduisant par un renforcement des conditions de résurgence amenant des eaux plus froides en 

surface. Il serait intéressant de pouvoir répéter l’expérience durant une année El Niño pour 

détecter une éventuelle contre-sélection de l’espèce immigrante dans les sites plus au nord 

(CAR, CHV et ACE). 

 

Patron à petite échelle spatiale : particularité de la zone de contact Aceituno-Choros 

 Le cas de la zone de contact Aceituno-Choros (ACE-CHV) est intéressant : alors que 

les tailles initiales des individus avant transplantation sont statistiquement différentes entre 

ces deux sites, la réponse des individus est d’une part similaire entre sites de destination et 

d’autre part indépendante de l’origine et de l’espèce. Deux hypothèses peuvent expliquer la 

présence de l’espèce AI à ACE et de l’espèce PP à CHV et plus généralement la présence 

d’une mosaïque de sites AI dans l’aire de distribution PP (Région de transition). La première 

hypothèse suppose que ces habitats sont effectivement similaires entre eux et que la présence 

d’une espèce donnée dans un site particulier de la Région de transition (29-30°S) est liée à des 

processus historiques (par exemple, un changement dans les conditions environnementales 

ayant permis la colonisation d’une des espèces hors de son aire habituelle de distribution). Les 

sites AI situés au nord de 30°S pourraient par exemple être des sites reliques d’une aire de 

distribution jadis plus étendue vers le nord ou au contraire témoigner d’évènements récents de 

dispersion à longue distance et de colonisation de sites non occupés par l’espèce PP. La 
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           deuxième hypothèse est que l’espèce immigrante serait contre-sélectionnée dans les sites ACE 

et CHV, mais que ce processus n’aurait pas pu être détecté par notre expérience de 

transplantation réciproque, soit parce qu’il a lieu sur des stades du cycle de vie 

(gamétophytes, fécondation) non testés, soit parce que l’expérience s’est déroulée pendant une 

année particulière (2008, année La Niña), n’incluant donc pas l’ensemble des variations que 

subissent les populations naturelles (ex : années El Niño). L’analyse de la température de 

l’eau sur 310 jours de suivis suggère cependant que des différences thermiques existent à une 

petite échelle spatiale, entre les sites ACE et CHV : le coefficient de corrélation entre ces sites 

est de 66%, ce qui est particulièrement faible pour des sites situés à une vingtaine de 

kilomètres l’un de l’autre (chiffre à comparer avec les coefficients > 90% entre sites PP situés 

entre 28°S et 30°S, soit 250km de côte environ). L’expérience de réponse à la température des 

stades microscopiques du cycle de vie apparaît d’autant plus intéressante à la lumière de ces 

résultats (analyses en cours).   

 

Conclusions et perspectives 

 L’expérience de transplantation nous a donc permis de suggérer la présence de contre-

sélection des immigrants asymétrique, limitant la migration efficace d’individus de l’espèce 

PP dans le site RLI (30°44’S), au moins pendant des années « La Niña ». En limitant 

l’expansion de l’aire de distribution PP vers le sud, ce processus contribue donc à l’isolement 

reproducteur entre les espèces, par contre-sélection des immigrants. 

 Dans la zone de contact Aceituno-Choros (ACE-CHV), l’expérience de transplantation 

n’a pas mis en évidence de différences entre sites en termes de réponse des individus après 

transplantation. Ces résultats suggèrent qu’à cette échelle, d’autres mécanismes que la contre-

sélection sur les sporophytes immigrants limitent la coexistence des espèces. Le régime de 

température particulier à ACE pourrait notamment avoir une influence sur les stades de vie 

microscopiques. La mesure des températures dans ce site sur le long terme permettra de 

confirmer la spécificité du site. 

 La divergence adaptative des gamétophytes en particulier est un mécanisme important 

à prendre en compte pour étudier la contre-sélection des immigrants de façon plus complète : 

ce sont en effet les spores qui constituent la principale phase de dispersion de L. nigrescens, et 

les gamétophytes sont les premiers stades de vie des migrants. L’expérience de tolérance à la 

température (en cours d’analyse) devrait permettre d’étudier ces étapes du cycle de vie. 

 

 
 



Chapitre 2.D 

199 

                                   

D. Des adaptations liées à un réarrangement du 

génome mitochondrial ? 

 

1. Introduction 

 

a) Observations préliminaires suggérant de l’hétéroplasmie 

 Lors de l’obtention des données pour l’étude de la phylogéographie de L. nigrescens, 

nous avons rencontré des difficultés de séquençage pour le marqueur atp8/trnS. Au lieu 

d’obtenir une seule bande pour ce locus mitochondrial, donc supposé haploïde, nous avons en 

effet détecté entre deux et trois bandes pour les individus dont le séquençage s’était avéré 

problématique. L’observation indépendante du même patron dans trois laboratoires différents 

(P. Martin en Nouvelle Zélande, G. Peralta à Santiago, et obs. pers. à Roscoff) montrait que 

ce n’était pas le résultat d’une contamination. Ces premiers échantillons provenaient de deux 

populations AI de la Région de transition (29-30°S), et donc en limite d’aire de distribution de 

l’espèce AI (sites ACE et COZ). Cette relation entre profils multibandes et zones de contact 

entre espèces AI et PP méritait d’être explorée plus en détail afin d’analyser les mécanismes 

génétiques particuliers se produisant dans ces populations en limite d’aire. D’autre part, ce 

patron semblait spécifique à Lessonia nigrescens, aucun problème de séquençage n’ayant été 

observé pour les autres espèces du genre Lessonia (L. trabeculata, L. flavicans et L. vadosa : 

voir Chapitre 1, L. variegata, et quatre espèces endémiques des îles subantarctiques, P. 

Martin, com. pers.), ni chez d’autres espèces de Laminariales (Undaria pinnatifida : Voisin et 

al., 2005 ; Macrocystis sp., S. Faugeron, com. pers.). Une étude d’ultrastructure réalisée chez 

Laminaria angustata a montré que les mitochondries venant du père sont en effet digérées 

avant la première division du zygote (Motomura, 1990). 

 

b) Importance évolutive de l’hétéroplasmie mitochondriale apparente 

Mécanismes pouvant être à l’origine d’une hétéroplasmie apparente 

 La détection de différents variants du marqueur mitochondrial au sein d’un même 

individu sera appelée ici hétéroplasmie apparente, par opposition au cas d’hétéroplasmie 

(avérée), où l’on peut certifier que les variants sont bien situés sur des molécules d’ADN 
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Figure 2.D.1 : Représentation schématique des différents cas menant à de l’hétéroplasmie apparente. Le 
cas représenté ici est celui d’un individu de l’espèce AI (espèce où ont été observés les profils multibandes).  
A. Processus évolutifs : a)  Hétéroplasmie avérée intraspécifique : les molécules d’ADNmt au sein d’une 
cellule donnée présentent des séquences différentes orthologues mais les deux haplotypes sont de la même 
espèce (ici espèce AI) ; b) Hétéroplasmie avérée interspécifique : présence de molécules d’ADNmt avec un 
haplotype AI et d’autres molécules avec un haplotype PP (loci orthologues) ; c) Duplication d’une région 
mitochondriale comprenant le locus d’intérêt, les loci sont alors paralogues mais situés dans le même 
compartiment génomique ; d) Intégration d’une copie d’une région d’ADNmt dans le noyau : ces copies 
nucléaires sont appelées numts (ou séquences mitochondriales nucléaires, Encadré 2.D.1). Les deux copies sont 
alors paralogues et situées dans des compartiments génomiques distincts. 
B. Processus non-évolutifs (transitoires) : a)  « Coalescence » : thalle chimérique, composé de plusieurs 
génotypes, de la même espèce (ici AI) ; b) Contamination par de l’ADN d’un autre organisme d’espèce 
différente (hors complexe d’espèces L. nigrescens) : l’utilisation d’amorces conservées (universelles) peut 
provoquer l’amplification de l’ADN mitochondrial de ces espèces en plus de celle d’intérêt.  
 

e) « Coalescence » : thalle chimérique

a) Cellule avec 
hétéroplasmie avérée

intraspécifique

c) Duplication dans la 
mitochondrie

d) Numt

f) Présence d’endo/épiphytes 
(espèce différente) ou de symbiontes

Tissu pour 
extraction 

d’ADN

Cellule de 
l’épiphyte

Cellule de 
l’hôte

Cellule de 
l’individu 2

Cellule de 
l’individu 1

b) Cellule avec 
hétéroplasmie avérée

interspécifique (PP/AI)

A. Processus évolutifs

B. Processus non-évolutifs (transitoires)

ADN nucléaire

ADN mitochondrial

Locus d’intérêt : mitochondrial, espèce AI

Loci paralogues:

Haplotype de l’espèce AI

Haplotype de l’espèce PP
Cellule

Loci : exemple pour un individu de l’espèce AI

Loci orthologues:

Mitochondrial

NucléaireHaplotype d’une autre espèce 
(hors complexe L. nigrescens)
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           mitochondrial (ADNmt) différentes.  

Plusieurs processus évolutifs peuvent mener à de l’hétéroplasmie apparente détaillés 

dans la Figure 2.D.1A (voir pour revue : Bensasson et al., 2001 ; Adams et Palmer, 2003 ; 

Abbott et al., 2005) : (i) l’hétéroplasmie (avérée), intraspécifique ou interspécifique, (ii) la 

duplication, au sein du génome mitochondrial, d’une région d’ADNmt et (iii) l’intégration 

d’une copie d’une région d’ADNmt dans le noyau.(numt, voir Encadré 2.D.1). A ces trois 

processus évolutifs, il est nécessaire d’ajouter deux cas particuliers, considérés comme 

transitoires car non-transmis aux générations suivantes (Fig. 2.D.1B) : (i) le processus de 

« coalescence », décrit chez les algues (voir pour revue Santelices et al., 1999) et se 

caractérisant par la formation de thalles chimériques composés de plusieurs génotypes, et (ii) 

une contamination par de l’ADN d’une autre espèce (par exemple due à la présence 

d’endophytes ou d’épiphytes, sans transfert de gènes entre ces organismes et leur hôte). Ce 

cas a notamment été rapporté par Lane et Saunders (2005) entre différentes espèces de kelps 

(espèces épi/endophytes : genres Alaria, Macrocystis et Nereocystis, espèce hôte : 

Lessoniopsis littoralis). L’obtention de la séquence de nucléotides pour chacun des variants 

du gène mitochondrial permet de déterminer de quel type d’hétéroplasmie il s’agit, et 

d’inférer sur l’histoire de chacun des variants.  

 

Importance évolutive des duplications de gènes et de l’hétéroplasmie avérée  

 La présence de gènes dupliqués (quelque soit la localisation des copies) peut avoir une 

importance évolutive, et ne doivent donc pas être considérés uniquement comme des 

« fauteurs de trouble moléculaires » (Encadré 2.D.2). Leur rôle dans l’évolution comme 

mécanisme permettant l’apparition de nouvelles fonctions a été tout d’abord proposé par 

Bridges en 1936 chez Drosophila melanogaster (Bridges, 1936), puis développée par Ohno 

dans les années 70 (Ohno, 1970). Ce processus d’innovation génétique peut permettre une 

réponse rapide au changement de milieu, comme par exemple la résistance aux insecticides 

chez le moustique (Raymond et al., 1991). Les duplications de gènes à l’intérieur du noyau 

ont depuis fait l’objet de nombreuses études, montrant leur importance dans l’isolement 

reproducteur postzygotique et dans la formation des espèces (réarrangements 

chromosomiques et polyploïdie, voir Introduction générale de la thèse). En comparaison, 

l’importance de la duplication de gènes dans la mitochondrie et l’importance des numts dans 

la spéciation restent peu étudiées. Cependant, de la même façon, on peut penser que ce type 

de duplication de gènes ainsi que la possible perte de fonction différentielle entre espèces 

pourraient contribuer à la divergence entre espèces ou faciliter les processus d’adaptation 
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Encadré 2.D.1 : 
Origine et importance évolutive des séquences mitochondriales nucléaires (numts) 

 
 La description de numts a eu lieu peu de temps après la découverte d’ADN extra-nucléaire, en 
1967 : l’hybridation d’ADNmt avec l’ADN nucléaire suggérait alors une forte homologie de séquence (Du 
Buy et Riley, 1967). Des numts ont ensuite été identifiés dans la plupart des clades eucaryotes (voir pour 
revue Richly et Leister, 2004 ; Palmer et al., 2000), mais, à ma connaissance, les algues brunes sont une 
exception, ce qui est probablement dû au fait que ces taxa sont beaucoup moins bien connus que les animaux 
et les plantes supérieures.  
 Bien que l’intégration des numts dans le génome nucléaire ait été originellement associée aux 
éléments transposables, l’absence de caractéristique commune entre les sites d’intégration de numts suggère 
l’action d’autres mécanismes (voir Bensasson et al., 2001). 
 
Formation des numts : 
 
 
 

Libération d’ADNmt, 
transfert, et intégration 
dans le noyau

(iv) Copies fonctionnelles 
retenues dans les deux compartiments

(ii) Copie mitochondriale inactivée et perdue

(iii) Copie nucléaire inactivée perdue

(i) Copie nucléaire non-activée et perdue

Acquisition des 
éléments 
nécessaires à 
l’expression et à 
l’adressage par la 
copie nucléaire

 
 
 
 
 
Quatre issues sont possibles après la duplication d’un gène mitochondrial dans le génome nucléaire (Fig. 1) : 
(i) La copie nucléaire ne devient pas fonctionnelle (copie mort-née), (ii) suite à l’accumulation de mutations, 
le gène mitochondrial dégénère en un pseudogène (non fonctionnel) et peut être perdue, (iii) la copie 
nucléaire dégénère (pseudogène) et peut être perdue, ou (iv) les deux copies sont retenues de façon 
permanente : avantage sélectif (ex : fonction spécialisée ou expression différentielle dans les différents 
organes de l’individu).  
 
Evolution :  
 L’accumulation de numts est probablement un processus continu dans l’histoire évolutive des 
espèces, avec des évènements de transfert pour la plupart indépendants les uns des autres (ex chez l’Homme : 
Gherman et al., 2007 ; chez les plantes : Palmer et al., 2000). L’idée que les espèces pouvaient présenter des 
variations de fréquence de numts a été proposée en 1996 (Blanchard et Schmidt), et a été confirmée grâce au 
séquençage complet de génomes d’animaux, de plantes et de champignons (Bensasson et al., 2000). Les 
numts peuvent également montrer une fréquence variable entre populations d’une même espèce (ex : Song et 
al., 2008). L’équilibre entre sélection, dérive et insertion/délétion de gènes dupliqués peut changer au cours 
de l’histoire évolutive des espèces (ex : accumulation préférentielle de numts et d’éléments répétés lors de la 
réduction de la taille efficace chez les primates, Gherman et al., 2007). La probabilité que le numt et/ou la 
copie mitochondriale restent fonctionnels, voire que l’un des gènes acquière une nouvelle fonction, dépend 
des taxa, du fait de différences de tailles et de taux de substitutions des compartiments génomiques. Chez les 
animaux, les numts sont généralement délétères ou sélectivement neutres, et la conservation de la fonction 
des numts semble extrêmement rare, possiblement du fait des différences de codes génétiques entre la 
mitochondrie et le noyau (voir pour revue, Adams et Palmer, 2003). Au contraire, un nombre important de 
numts fonctionnels a été décrit chez les plantes (voir Adams et Palmer, 2003), et concernent majoritairement 
des gènes codant pour des protéines ribosomales plutôt que pour des gènes impliqués dans la respiration 
cellulaire (Palmer et al., 2000).  

Fig. 1 : Scénarios évolutifs pour le transfert 
de gènes de la mitochondrie au noyau 
(exemple chez les plantes). Le gène d’intérêt 
(trait épais) s’échappe de la mitochondrie (ex : 
pendant la lyse ou la division de l’organelle ou 
lors de stress cellulaires) et cet ADN est 
intégré dans le génome nucléaire, par exemple 
lors de la réparation de cassures double-brins. 
Le trait épais gris juxtaposé au trait noir 
représente l’acquisition des signaux 
d’expression nucléaire et d’adressage, bien 
qu’ils ne soient pas forcément nécessaires à 
l’activation du gène.  
Note : bien que cela ne soit représenté sur ce 
schéma, chaque cellule contient de nombreuses 
mitochondries, chacune contenant de nombreuses 
copies du génome mitochondrial. mt : 
mitochondrie, cp : chloroplaste, nuc : noyau. 
Flèches pointillées : perte d’une copie possible. 
Figure modifiée d’après Bonen (2006). 
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           particuliers à l’une des espèces. 

 D’autre part, l’hétéroplasmie avérée a été souvent reportée dans des études de zones 

d’hybridation entre espèces proches, chez les animaux comme chez les plantes (Barr et al., 

2005 ; Rokas et al., 2003). Lorsque les barrières reproductives sont incomplètes, les 

mécanismes d’élimination des mitochondries paternelles peuvent ne pas être fonctionnels lors 

de croisements interspécifiques. L’hétéroplasmie est alors restreinte aux zones d’hybridation 

et est transitoire : les processus de « lineage sorting » et de dérive pendant la transmission 

uniparentale du génome mitochondrial devraient en effet éliminer rapidement l’hétéroplasmie 

(Rokas et al., 2003). Cependant, les conséquences évolutives peuvent être importantes, car 

cette hétéroplasmie est une opportunité pour qu’il y ait recombinaison entre génomes 

mitochondriaux divergents et génération d’haplotypes nouveaux, pouvant ainsi faciliter 

l’évolution adaptative (Rokas et al., 2003). 

 Chez les macroalgues, un premier cas d’hétéroplasmie pour la mitochondrie a été 

décrit récemment par Coyer et al. (2004). Chez Fucus serratus, ces auteurs ont montré que 

95% des individus de deux populations des côtes de Norvège et du Danemark présentaient de 

l’hétéroplasmie (Coyer et al., 2004), mais ce phénomène semble restreint à cette région de 

l’Europe (Hoarau et al., 2007). L’hypothèse d’une hybridation avec d’autres espèces de Fucus 

est écartée, du fait de la similarité de séquence entre variants. Les auteurs associent cette 

hétéroplasmie géographique à un effet de fondation lors de la colonisation post-glaciaire, bien 

que la population d’origine n’ait pas été identifiée. On peut se demander alors quels sont les 

mécanismes qui maintiennent cette hétéroplasmie : est-ce un hasard si ces populations sont 

situées en limite d’aire de distribution de l’espèce ? Quelle est l’importance respective de la 

sélection (adaptation aux conditions environnementales locales) et de la dérive (faible taille 

efficace de ces populations) dans l’origine et le maintien de cette hétéroplasmie ? 

L’hétéroplasmie observée chez l’espèce AI de L. nigrescens soulevait ces mêmes questions, 

en particulier parce qu’elle semblait limitée aux populations de limite d’aire. A cela 

s’ajoutaient des questions liées au processus de spéciation entre AI et PP : quel est le rôle de 

l’hybridation actuelle (mais paraissant peu probable, voir Partie B de ce Chapitre 2) ou passée 

sur l’origine de cette hétéroplasmie ? 

 

Hypothèses et attendus 

 Les croisements réalisés lors de cette thèse (Partie B de ce Chapitre 2) devraient 

apporter des éléments d’information sur le mode de ségrégation de ce marqueur multibande, 

et donc sa localisation (noyau ou cytoplasme). La comparaison des séquences des variants 
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Encadré 2.D.2 : Les duplications de gènes : des « fauteurs de trouble moléculaire » ? 
 
 
 Comme décrit dans l’introduction du Chapitre 1, l’utilisation de marqueurs mitochondriaux seuls 
peut mener à des inférences erronées, reflétant l’histoire du marqueur plutôt que celle des espèces, du fait de 
l’action de la sélection naturelle et/ou de la dérive. La duplication d’une région mitochondriale (numt ou 
autre) est une source additionnelle d’erreurs possibles lors de la construction de phylogénies à partir d’un 
seul marqueur mitochondrial. L’orthologie des caractères – la présence d’allèles dérivés d’un ancêtre 
commun – est en effet une hypothèse fondamentale et implicite pour reconstruire des phylogénies. Si 
l’hypothèse d’orthologie est violée, c’est-à-dire si des séquences paralogues – dérivées d’une séquence 
ancestrale par duplication – sont sans le savoir considérées comme orthologues, des inférences incorrectes 
sur l’histoire des espèces sont inévitables (Funk et Omlan, 2003 ; ex : Song et al., 2008). 
 
 

ParaloguesOrthologues

Spéciation 1

Spéciation 2

Duplication 1

Duplication 2

A1 B1 B2 C1 C2 C3

 
 

 Fig. 1 : Exemple de gènes paralogues et orthologues. Sur cet arbre 
phylogénétique, les évènements de spéciation sont indiqués par une 
fourche et ceux de duplication de gènes par une ligne horizontale. 
Trois espèces A, B et C sont représentées. Deux gènes dont l’ancêtre 
commun est situé à la base d’une fourche sont orthologues, tandis 
que deux gènes dont l’ancêtre commun est situé sur une ligne 
horizontale sont paralogues. Deux exemples sont indiqués. Figure 
d’après Finch (2000). 
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           observés au sein d’un même individu permet cependant de discriminer entre les autres 

mécanismes à l’origine de l’hétéroplasmie apparente (Fig. 2.D.1). Les différents cas possibles 

sont les suivants :  

 

(1) Hétéroplasmie avérée intraspécifique (Fig. 2.D.1Aa), phénomène de thalles 

chimériques (« coalescence », Fig. 2.D.1Ba) ou endo/épiphytisme par un 

individu de même espèce (Fig. 2.D.1Bb) : les différentes séquences 

appartiennent alors au même clade de L. nigrescens (espèce PP : Nord, Z30 ou 

espèce AI), et ces trois hypothèses sont difficilement distinguables l’une de 

l’autre.  

(2) Hétéroplasmie avérée due à de l’hybridation interspécifique (Fig. 2.D.1Ab): 

l’une des deux séquences devrait alors appartenir à l’espèce AI, la seconde à 

l’espèce PP (probablement des haplotypes de la Région de transition, du fait de 

la proximité géographique entre espèces). 

(3) Duplication à l’intérieur du génome mitochondrial (Fig. 2.D.1Ac) ou 

duplication avec transfert vers le noyau (numt, Fig. 2.D.1Ad) : une des 

séquences devrait appartenir à une des espèces cryptiques de L. nigrescens, 

tandis que la localisation de la seconde séquence sur l’arbre phylogénétique 

dépendrait de la date de l’évènement de duplication par rapport à la date de 

l’évènement de spéciation (divergence entre AI et PP) et par rapport à la 

divergence entre les clades Nord et Z30 au sein de l’espèce PP (Encadré 

2.D.2).  

(4) Endo/épiphytisme par un individu d’une autre espèce (Fig. 2.D.1e) : les 

amorces atp8/trnS étant considérées universelles pour les algues brunes (Engel 

et al., 2008), l’ADNmt d’une autre espèce aurait pu être amplifié. Les 

séquences devraient alors être très divergentes entre elles avec des positions 

contrastées sur l’arbre phylogénétique : une de ces séquences devrait 

appartenir à une des espèces cryptiques du complexe L. nigrescens (individu 

hôte), tandis que la seconde séquence (individu endo/épiphyte) devrait se 

placer hors de ce complexe L. nigrescens. Parmi les espèces « candidates », on 

peut citer en particulier Laminariocolax sp. (algue brune de l’ordre des 

Ectocarpales), épi/endophyte des espèces AI et PP de L. nigrescens. Parmi les 

algues phylogénétiquement plus proches de L. nigrescens, trois espèces sont 

présentes dans la région d’étude : les Laminariales Macrocystis sp. et L. 
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           trabeculata et la Fucale Durvillea antarctica, cette dernière ayant cependant 

une distribution restreinte au sud de 30°S (donc sympatrie avec l’espèce AI 

seulement). 

 

c) Objectifs du travail 

 Les deux objectifs de cette étude des profils mitochondriaux sont listés ci-dessous : 

(1) Identifier les différents fragments des profils multibandes en obtenant les 

séquences correspondantes, afin d’inférer sur les mécanismes à l’origine de 

cette hétéroplasmie apparente.  

(2) Caractériser l’étendue géographique de l’hétéroplasmie apparente : est-elle 

bien limitée à la lignée AI et plus particulièrement aux populations de cette 

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

 

2. Matériel et Méthodes 

 

a) Identification des fragments correspondant aux bandes supplémentaires 

 Deux types de profils ont été détectés pour les individus de l’espèce AI : le profil 

« type ACE », avec trois bandes, et le profil « type PUC », avec deux bandes (Fig 2.D.2). 

Deux approches ont été utilisées afin d’identifier chacune des bandes : (i) la technique du 

clonage, décrite dans le Chapitre 1, et (ii) le séquençage après découpage des bandes sur gel 

d’agarose. Le clonage a été réalisé sur cinq individus, issus de la population Aceituno : ACE-

A34, ACE-A35, ACE-B2, ACE-B3 et ACE-B83. 

 Etant donné les résultats partiellement concluant du clonage (voir Résultats), nous 

avons cherché à obtenir chaque bande après séparation sur gel d’agarose. L’ADN de trois 

individus a été utilisé : PUC3, ACE-A34 et ACE-A35. La migration des produits PCR de 

l’amplification atp8/trnS a été réalisée sur gel d’agarose à 2%, puis les différentes bandes 

obtenues pour chaque individu ont été découpées à l’aide d’un scalpel. La purification à l’aide 

du kit Nucleospin (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) a permis d’obtenir l’ADN 

correspondant à chacune des bandes. La réaction de séquençage a ensuite été réalisée comme 

indiqué dans le Chapitre 1.   

 Les séquences obtenues ont été alignées avec le jeu de données présenté dans l’étude 
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Figure 2.D.2 : Types de profils observés après migration sur gel d’agarose du produit 
d’amplification PCR du marqueur mitochondrial atp8/ trnS. Les noms utilisés pour chaque type 
de bande sont indiqués sur la figure. Sont est également notées les conclusions concernant 
l’identification de chacune de ces bandes. La « bande du haut PUC », de faible intensité, est peu 
visible sur cette photo et est indiquée par une ellipse. Les ronds de couleur indiquent les clades 
d’appartenance des individus (pour espèce PP : orange : clade Nord, vert : clade Z30 ; pour espèce AI 
: bleu). MT  : marqueur de taille, Témoin -  : témoin négatif de la PCR, pb : paires de bases. 
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           de phylogéographie (Chapitre 1) et avec les séquences présentes dans GenBank. Les réseaux 

d’haplotypes ont été construits en considérant les indels comme un cinquième état de 

caractère d’une part et en les excluant de l’analyse d’autre part, avec le logiciel NETWORK 

v 4.5 (Bandelt et al., 1999).  Les arbres phylogénétiques d’inférence Bayesienne ont été 

reconstruits comme décrit dans le Chapitre 1 : (i) en excluant les sites d’indels de l’analyse et 

(ii) en considérant les indels comme des données manquantes, ce qui permet de prendre en 

compte le polymorphisme de substitution des sites montrant également du polymorphisme 

d’indels. La méthode de maximum de vraisemblance (ML) a également été utilisée, mais 

seule l’analyse en excluant les sites d’indels a pu être réalisée (méthode identique au Chapitre 

1, sauf test de robustesse de 500 bootstraps). Les indels importants causaient en effet des 

problèmes d’analyse lorsque les indels étaient considérés comme « données manquantes ». 

  

b) Etendue géographique des profils multi-bandes 

 La recherche de profils multi-bandes a été effectuée sur un total de 652 individus, 

issus de 33 populations (dont 230 individus de la zone de contact Aceituno-Choros) couvrant 

l’ensemble de l’aire d’étude (Tableau 2.D.1). La détection du profil multi-bandes a été 

réalisée par migration sur gel d’agarose, dans des conditions permettant la séparation des 

différentes bandes observées (1,5 à 2%) et en utilisant comme marqueurs de tailles un 

individu des deux clades (Nord et Z30) de l’espèce PP et un individu de l’espèce AI, ainsi 

qu’un individu pour chacun des profils multi-bande détectés (type PUC et type ACE). 

 

 

3. Résultats 

 

a) Séparation et amplification des différents fragments 

 La transformation bactérienne pour l’individu ACE-B2 n’a pas fonctionné. Pour les 

quatre autres individus, entre deux et cinq clones ont été séquencés, avec un total de 12 

séquences obtenues. Un premier résultat surprenant est que toutes ces séquences 

correspondent uniquement à la taille de la « bande intermédiaire ACE », alors que les produits 

PCR utilisés pour le clonage comportaient les trois bandes du profil « type ACE ». Ce résultat 

est à rapprocher du précédent : le clonage n’a pas non plus fonctionné pour l’individu ACE-
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Tableau 2.D.1 : Localisation géographique des sites et résultats de l’étude de la distribution 
géographique des profils multi-bandes chez L. nigrescens. Le nombre total d’individus analysés 
par site (N) est indiqué, ainsi que le nombre d’individus présentant chacun des profils identifiable sur 
gel d’agarose (voir Fig. 2.D.2). 
 

Profil atp8/trnS 
Site d’échantillonnage Abréviation Coordonnées 

(Latitude/ Longitude) N 
Nord Z30 AI Type 

ACE 
Type 
PUC 

Qda Mollendito QMO 16°58’S / 72°07’O 27 27     
Qda Camarones  QCA/CAC 19°11’S / 70°16’O 28 28     
Pta Pichidalo PCH 19°36’S / 70°14’O 13 13     
Pta Coloso COL 23°46’S / 70°29’O 28 28     
Pan de Azúcar  CHA/SLD 26°09’S / 70°40’O 29 29     
Morro Copiapó MOC 27°12’S / 70°57’O 1 1     
Cta Pajonal PAJ 27°41’S / 71°02’O 1  1    
Cueva del Pirata CPI 29°01’S / 71°29’O 30   28 2 0 
Aceituno  ACE 29°03’S / 71°29’O 28   13 15 0 
Aceituno Playa Norte APN 29°05’S / 71°29’O 28   21 7 0 
Aceituno Playa Sur APS 29°06’S / 71°28’O 30   15 15 0 
Ermitaño ERM 29°08’S / 71°30’O 30   20 10 0 
Ermitaño Sur ERMS 29°10’S / 71°29’O 29   27 2 0 
Apolillado Norte APON 29°10’S / 71°29’O 24  24    
Apolillado APO 29°11’S / 71°29’O 30  30    
Choros Norte  CHN 29°15’S / 71°27’O 1  1    
El Temblador TBL 29°28’S / 71°18’O 1  1    
Isla Pájaros (île) IPA 29°35’S / 71°31’O 25   25 0 0 
Arrayan ARY 29°41’S / 71°19’O 1  1    
Coquimbo-Cruz  COZ 29°57’S / 71°21’O 29   20 9  
Pta Lengua de Vaca 2 PTLV2 30°15’S / 71°38’O 29   21 8  
Río Limari RLI 30°44’S / 71°42’O 30   21 9  
Montemar MTM 32°57’S / 71°32’O 11   11   
Curaumilla CURAM 33°05’S / 71°43’O 13   13   
El Quisco QUIS 33°23’S / 71°42’O 14   14   
Las Cruces LC 33°30’S / 71°38’O 4   4   
Matanzas MAT 33°57’S / 71°52’O 5   4  1 
Pichilemu PICHI 34°23’S / 72°01’O 18   10  8 
Constitución CST 35°19’S / 72°25’O 13   7  6 
Concepción CONCE 36°30’S / 72°54’O 24   7  17 
Mehuin MEH 39°25’S / 73°12’O 25   23  2 
Pucatrihue PUC 40°32’S / 73°43’O 26   25  1 
Pta Guabún (Ile de Chiloé) GBN 41°48’S / 74°01’O 27   26  1 
Total 33 sites   652 126 58 355 77 36 
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           B2, qui présentait un profil avec une « bande inférieure » d’intensité plus importante 

relativement aux autres bandes. 

 L’approche par séparation des fragments sur gel d’agarose a permis de séquencer les 

fragments correspondants à la « bande intermédiaire ACE» pour les individus ACE-A34, 

ACE5 et COZ21 et à la « bande supérieure PUC » pour l’individu PUC3. La « bande 

supérieure ACE » n’a pas pu être séquencée. Les profils obtenus sur gel d’agarose montrent 

cependant que cette bande ne correspond à aucune taille de fragment connue (Fig. 2.D.2). En 

utilisant la même méthode, le produit PCR correspondant à la « bande inférieure » a été 

séquencé pour 75 individus de profil « type ACE » et 36 individus de profil « type PUC ».  

 

b) Identification des fragments par séquençage 

Bandes inférieures ACE et PUC 

 L’ensemble des séquences obtenues pour la « bande inférieure » correspond bien à des 

haplotypes déjà observés chez les individus ayant un profil monobande de taille homologue. 

Ces haplotypes sont tous de l’espèce AI (c’est la raison pour laquelle ils ont été inclus dans 

l’étude de phylogéographie, cf. Chapitre 1). 

 

Bande supérieure PUC 

 La séquence obtenue pour la « bande supérieure PUC » est très différente des 

séquences atp8/trnS déjà connues. L’alignement avec l’ensemble des séquences contenues 

dans GenBank indique une certaine similarité avec les séquences atp8/trnS des espèces de la 

famille des Laminariales (78-83%), la séquence la plus similaire étant celle de Laminaria 

digitata, avec 83% d’identité. Etant donné cette divergence importante, cette nouvelle 

séquence n’a pas été incluse dans les analyses de phylogénie. Cependant, une étude plus 

approfondie serait nécessaire pour explorer l’origine de ce fragment. 

 

Bande intermédiaire ACE 

 Sur un total de 15 séquences obtenues, cinq haplotypes différents ont été observés, 

(appelés atpX1 à atpX5) pour la « bande intermédiaire ACE ». Ces cinq haplotypes atpX 

diffèrent entre eux par quatre sites polymorphes (Fig. 2.D.3). L’haplotype atpX5 a été observé 

chez deux individus de la population COZ (COZ21 et l’individu analysé par P. Martin), tandis 

que les quatre autres ont été obtenus pour les individus de la population ACE. Le clonage a 

permis de montrer la présence de deux séquences différentes de type atpX au sein d’un même 
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atpX1     TGCCTCATCCGACGTGTTGTTTATAGAGTTATTGAAAATTTAAATCTTATACGTCATACATAGGTA----TTGAA------CATCTGT 
atpX2     ..............................................................A...----.....------......C 
atpX3     ..............................................................A...----....G------....... 
atpX4     ..............................................................A...----.....------....... 
atpX5     ..................................................G...............----.....------....... 
atp1      ........AT....C..........A......-A..C....T..CT.G...A..T.A.......G.----.....GTTAAA.T..... 
atp2      ........A.....C..........A......-A..C....T..CT.....A..T.....G...G.----.....GTTAAA.TG.... 
atp3      ........A.....C..........A......-A..C....T..CT.....A..T.........G.----.....GTTAAA.TG.... 
atp14     ........AT....C..........A......-A..C....T..CT.G...A..T.........G.----.....ATTAAA.T..... 
atp15     ........AT....C..........A......-A..C....T..CT.G...A..T.........G.----.....GTTAAA.T..... 
atp39     ........AT....C..........A......-A..C....T..CT.G...A..T.......A.G.----.....GTTAAA.T...A. 
atp4      ..T..A..A......A.....----------------------.CT........T......G....----.....------.T..... 
atp26     .AT..A..A......A.....----------------------.CT........T......G....----.....------.T..... 
atp27     ..T..A..A......A.....----------------------.CT........T......G.A..----.....------.T..... 
atp29     ..T..A..A......A.....----------------------.CT.....T..T......G....----.....------.T..... 
atp16     ..T..A..A......A......T.--------------..AT..CT........T......G....----.....------.T..... 
atp22     ..TT.A..A.............T.--------------..AT..CT........T......G....----.....------TT..... 
atp23     ..T..A..A.............T.--------------..AT..CT........T......G....----.....------TT..... 
atp5      ........ATA............------------------------------.T...T.......----.....------.T.T... 
atp6      ........A.A............------------------------------AT...T.......----..A..------.T.T... 
atp7      ........A.A............------------------------------GT...T.......----..A..------.T.T... 
atp8      ........A.A.......A....------------------------------GT...T.......----..A..------.T.T... 
atp9-11   ........ATA............------------------------------.T...T..G....----.....------.T.T... 
atp10     ........A.A............------------------------------.T...T.......----.....------.T.T... 
atp12     ........A.A............------------------------------.T...T.......----..A..------.T.T... 
atp13     ........ATA............------------------------------.T...T...A...----.....------.T.T... 
atp17     ........ATA....A.......------------------------------.T.......A...----.....------TT.T... 
atp25     ........A.A............------------------------------.T...T......C----.G...------.T.T... 
atp28     ........A.A............------------------------------.T...T......C----.....------.T.T... 
atp30     ........A.A............------------------------------.T..CT.......----.....------.T.T... 
atp31     C.......A.A............------------------------------.T...T.......----..A..------.T.T... 
atp32     ........A.A............------------------------------.T.C.T.......----..A..------.T.T... 
atp33     ........ATA.A..........------------------------------.T...T.......----.....------.T.T... 
atp34     ........A.A.......A....------------------------------AT...T.......----..A..------.T.T... 
atp35     ........A.A............------------------------------GT...T.......----..A..------.T.T-.. 
atp38     ........A.A.A..........------------------------------.T...T......C----.G...------.T.T... 
atp101    ......G.A..G...........C.A......-A..........CT..C.....TG...GG..A..----.....------.T.T... 
atp102    ......G.A..G...........C.A......-A..........CT..C.....TG...GG.....----.....------.T.T... 
atp201    .....TG.A..G.............A..G...-A......C...CT..C.....TG...G......----...G.------.T.T... 
atp202    .....TG.A..G.............A..G...-A......C...CT..C.....TG...G..A...GTAAG....------.T.T... 
atp203    ....GTGGA..G.C..-----....A......-A..........CT..C.....TG...G......----...G.------.T.T... 
 

clade 
  AI  

L. trabeculata 

L. flavicans 

L. vadosa 

clade  
 Z30 

première région d’indel deuxième région d’indel 
Figure 2.D.3 : Alignement des 5 haplotypes (atpX1 à atpX5) correspondant à la « bande intermédiaire ACE » avec l’ensemble des haplotypes inclus dans l’étude 
de phylogéographie. Seuls les sites polymorphes sont montrés et leur position dans la séquence est indquée sur le haut de la figure. Les séquences sont groupées par 
similarité de polymorphisme d’indel et par appartenance aux différents clades des reconstructions phylogénétiques de la Figure 2.D.5. Les couleurs correspondent aux 
différents clades de la Figure 2.D.5. Les deux régions montrant du polymorphisme d’indel à l’intérieur du complexe L. nigrescens sont indiquées en grisé.  
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           individu (ACE-B3).  

 L’alignement avec les séquences de GenBank montre que ces haplotypes atpX sont 

plus similaires aux séquences de L. nigrescens qu’à celles des autres espèces de Laminariales. 

A l’intérieur de notre jeu de données, les atpX présentent une structure d’indels similaire à 

celle des espèces outgroup L. trabeculata et L. flavicans, à l’exception d’une délétion d’une 

paire de base, située à l’intérieur de la première région d’indel polymorphe pour L. nigrescens 

(position 61, Fig. 2.D.3). En plus de cet indel, ces cinq haplotypes se caractérisent par la 

présence de neuf substitutions spécifiques au groupe des atpX, parmi lesquelles sept sont 

partagées entre eux.  

 

c) Position phylogénétique  des haplotypes atpX 

 Les arbres obtenus avec les différentes méthodes de reconstruction phylogénétique 

sont congruents sur la monophylie du clade regroupant tous les haplotypes atpX (valeurs de 

soutien entre 94 et 100, Fig. 2.D.4). La position phylogénétique de ce clade est cependant mal 

résolue : les arbres excluant les sites d’indels montrent une polytomie regroupant les clades 

Nord et Z30 de l’espèce PP et atpX, tandis que les arbres considérant les indels comme 

données manquantes (permettant de prendre en compte le polymorphisme de substitution dans 

ces sites) positionnent le clade atpX comme intermédiaire entre l’espèce AI et l’espèce PP, 

bien qu’avec une faible valeur de soutien (Fig. 2.D.4). La présence d’indels complique 

l’analyse mais deux résultats sont consistants : (i) les haplotypes atpX forment un clade 

monophylétique, et (ii) ce clade atpX n’est pas associé au clade de l’espèce AI, mais plutôt 

aux clades de l’espèce PP. 

 Les réseaux d’haplotypes montrent un patron complexe et partiellement congruent 

avec les arbres phylogénétiques : le polymorphisme d’indels rapproche les haplotypes atpX 

des espèces outgroups (Fig. 2.D.5A et Fig. 2.D.3). Lorsque les sites d’indels sont exclus, les 

haplotypes atpX sont quasiment à équidistance des clades des espèces PP et AI, ainsi que des 

outgroups (Fig. 2.D.5B). 

 

d) Distribution géographique des profils multi-bandes 

 Sur les 652 individus analysés, les profils multi-bandes ont été observés uniquement 

dans des populations de l’espèce AI (Fig. 2.D.6, Tableau 2.D.1). La distribution de chacun 

des profils est limitée à des aires géographiques restreintes et non chevauchantes : (i) le profil 
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Figure 2.D.4 : Arbres phylogénétiques incluant l’ensemble des haplotypes obtenus pour 
atp8/trnS et les haplotypes nommés « atpX ». A. Arbre d’inférence Bayesienne, indels traités 
comme « données manquantes », le polymorphisme de substitutions des sites avec indels est donc pris 
en compte (voir texte), les probabilités postérieures sont indiquées. B. Arbre d’inférence Bayesienne, 
sites avec indels exclus de l’analyse.  Sur cet arbre, les valeurs de soutien sont respectivement les 
valeurs de bootstraps de maximum de vraisemblance et les probabilités postérieures Bayesiennes. La 
couleur des haplotypes indique le clade d’appartenance, en ajoutant la couleur rose pour les 
haplotypes atpX.  
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Figure 2.D.5 : Réseaux d’haplotypes incluant l’ensemble des haplotypes obtenus 
pour atp8/trnS en incluant les haplotypes atpX. A. Indels traités comme un 
cinquième état de caractère, B. Sites avec indels exclus. Les losanges rouges 
représentent les haplotypes non détectés dans cette étude et les barres indiquent une 
mutation (trait fin : substitution, trait épais : délétion ; indiqué seulement pour les 
haplotypes séparés par plus d’une mutation). Pour raison de clarté, la fréquence des 
haplotypes n’est pas représentée sur ces réseaux.  
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           « type PUC » est observé seulement entre 33°57’S et 41°48’S de latitude (c’est-à-dire entre 

les sites MAT et GBN, Fig. 2.D.6), (ii) le profil « type ACE » est typique du nord de l’aire de 

distribution de l’espèce AI (Région de transition : sites PTLV2, RLI, COZ et ACE, Fig. 

2.D.6). Des différences importantes de fréquence de ce profil « type ACE » ont été observées 

entre sites géographiquement proches. Dans la zone de contact Aceituno-Choros, par 

exemple, il n’est présent que chez 6,6% des individus dans le site CPI, alors qu’il atteint 

53,6% dans le site ACE, distant de 7,4km seulement du site précédent (Fig. 2.D.6).  

 

 

4. Discussion 

Origine endo/épiphytique probable pour la « bande supérieure PUC» 

Lors de notre échantillonnage, un soin particulier a été pris pour éviter une 

contamination par des épiphytes, en choisissant des tissus jeunes (méristématiques) et en les 

nettoyant avec du tissu absorbant. Cependant, la présence d’épiphytes et plus particulièrement 

d’endophytes ne peut pas être écartée. L’hypothèse d’individus épi/endophytes de 

Laminariales peut être écartée pour l’ensemble des fragments (atpX, PUC3 et la « bande 

supérieure ACE », d’après la taille de ce fragment) : ces fragments ne correspondent en effet 

pas aux haplotypes connus de Macrocystis sp. et de L. trabeculata.  

 La forte divergence de séquence de la bande supérieure PUC3 de l’espèce AI suggère 

qu’il s’agit d’une espèce endo/épiphyte de Laminariales pour laquelle il n’existerait pas 

encore de séquence atp8/trnS dans la base de données GenBank (séquences présentes pour 

seulement des espèces de Laminariales et de Fucus). Aucune séquence atp8/trnS n’est 

actuellement disponible pour la Fucale D. antarctica, et une contamination par cette espèce ne 

peut pas être exclue pour la séquence PUC3, d’autant plus que l’abondance de l’espèce 

augmente vers le sud de la région d’étude (où ce profil a été observé). De même, la présence 

de l’Ectocarpale Laminariocolax sp. est une explication possible. L’obtention de séquences 

pour ces espèces devrait permettre de tester ces hypothèses.  

Enfin, une dernière hypothèse est que la séquence PUC3 est le résultat d’une 

duplication (numt ou dans la mitochondrie) ancienne, et qui aurait fortement divergé, du fait 

d’un taux de mutation important. 

La distribution géographique des séquences de type « bande supérieure PUC » est 

limitée aux populations AI, situées au sud de 33°S. Les effets combinés de la migration et de 

la dérive pourraient limiter l’expansion de ce variant dans les populations AI situées plus au 
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           nord. 

Le cas des haplotypes atpX est différent car leur séquence est similaire à celles 

obtenues dans le complexe d’espèces L. nigrescens, écartant ainsi l’hypothèse d’une origine 

épi/endophyte de l’hétéroplasmie apparente. 

 

Clade atpX : duplication dans la mitochondrie ou numt ? 

 Les haplotypes correspondant au fragment « bande intermédiaire ACE » ont été 

regroupés en un clade monophylétique et bien soutenu quelque soient les méthodes de 

reconstruction phylogénétique utilisées (arbres phylogénétiques et réseaux d’haplotypes). Ces 

haplotypes ont donc une origine commune (orthologie). La nette divergence génétique de ce 

clade par rapport aux trois clades mitochondriaux du complexe L. nigrescens et aux autres 

espèces de Lessonia permet d’exclure l’hypothèse d’une hétéroplasmie liée à une 

l’hybridation récente entre espèces AI et PP ou entre une de ces espèces et L. trabeculata.  

 Le fait que ces haplotypes atpX constituent un clade clairement distinct de celui de 

l’espèce AI permet également de rejeter les hypothèses d’hétéroplasmie avérée intraspécifique 

et de « coalescence » entre individus de même espèce (qui se traduiraient par la présence 

d’haplotypes AI pour tous les fragments) pour expliquer la présence du profil multibande. 

 Restent deux hypothèses, que l’on ne peut pas distinguer du fait des méthodes 

utilisées : ces haplotypes atpX peuvent être le résultat d’un évènement de duplication à 

l’intérieur du génome mitochondrial (Fig. 2.D.1Ac) ou d’un évènement de duplication avec 

intégration d’une copie dans le génome nucléaire (numts). La présence de deux séquences 

atpX différentes détectées au sein d’un même individu par clonage est un élément qui suggère 

que ces séquences sont nucléaires, mais une erreur liée au clonage est aussi possible.  

 Afin de tester si cette duplication s’étendait à d’autres régions du génome 

mitochondrial, six individus de « profil ACE » ont été analysés par séquençage direct avec le 

marqueur rpl31-rns, situé à environ 820pb du marqueur atp8/trnS étudié (d’après la séquence 

du génome mitochondrial de L. digitata : Oudot-LeSecq et al., 2002, Fig. 2.D.7). Les 

chromatogrammes n’ont pas montré d’ambigüité de pics, ce qui suggère que si la duplication 

existe pour atp8/trnS, la région dupliquée n’inclue pas ce nouveau marqueur (données non 

montrées). 

 

Position phylogénétique du clade atpX : adaptation ou recombinaison 

Le groupe d’haplotypes atpX se caractérise par un nombre important de substitutions, 

lorsqu’on le compare au polymorphisme observé habituellement chez L. nigrescens : sur 
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Figure 2.D.7 : Carte du génome mitochondrial de Laminaria digitata 
d’après Oudot-Le Sesq et al. (2001) (A) et localisation des zones 
intergéniques étudiées : atp8/trnS et rpl31/rns (B). Les amorces sont 
représentées par des flèches grises. 
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           quatre individus du site ACE, analysés par clonage, quatre haplotypes atpX différents ont été 

obtenus, alors que le polymorphisme intra-population du marqueur atp8/trnS (« bande 

inférieure ») est très souvent faible, voire même nul dans la population ACE en particulier 

(Chapitre 1). 

 La forte divergence entre le clade atpX et les autres clades du complexe L. nigrescens 

suggère un évènement ancien de duplication, à peu près aussi ancien que la divergence entre 

les clades Nord et Z30 de l’espèce PP et l’espèce AI (Fig. 2.D.4). L’information apportée par 

les indels et par le polymorphisme de substitution est contradictoire. Ceci est clairement mis 

en évidence sur les réseaux d’haplotypes : tandis que le clade atpX est nettement plus proche 

de L. trabeculata lorsqu’on considère uniquement l’information donnée par les indels (traits 

épais, Fig. 2.D.5A), il se trouve à égale distance entre les espèces outgroup et le clade Nord en 

se basant sur le polymorphisme d’indels et de substitution (traits fins et épais, Fig. 2.D.5A) et 

enfin à égale distance entre les espèces PP et AI lorsque le réseau exclue les sites d’indels 

(Fig. 2.D.5B). Ce fort polymorphisme et la divergence importante des autres clades suggère 

que le taux de mutation est plus important pour les haplotypes atpX que pour les autres clades 

de L. nigrescens. Une autre hypothèse possible pour expliquer l’origine du clade atpX serait 

que l’évènement de duplication aurait eu lieu à partir d’un haplotype d’un clade aujourd’hui 

éteint.  

 

Localisation géographique des haplotypes atpX : rôles de la sélection, de l’hybridation et de 

la dérive 

 Les profils « type ACE » ont été observés uniquement dans les populations situées au 

nord de l’aire de distribution de l’espèce AI (29-31°S, Fig. 2.D.6). Cette restriction 

géographique, expliquée partiellement par la faible capacité de dispersion de L. nigrescens, se 

comprend mieux dans le contexte de l’évolution des mécanismes particuliers dans les 

populations situées en limite d’aire. Une hypothèse possible expliquant le maintien de cette 

duplication de la région mitochondriale pourrait être la réponse à la sélection en limite d’aire 

de distribution. En particulier, la région dupliquée pourrait avoir impliqué non seulement le 

marqueur intergénique atp8/trnS mais également des gènes codants situés à proximité. Ceci 

pourrait avoir des conséquences sur la valeur sélective des individus, et en particulier être 

favorable dans les conditions environnementales de la limite nord de l’aire de l’espèce AI. 

 La présence de la région dupliquée pourrait également être avantageuse si elle limite 

l’hybridation entre individus des espèces AI et PP, en particulier dans le cas où les hybrides 

seraient non-viables. Les gènes dupliqués peuvent être impliqués dans des incompatibilités de 
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           Dobzhansky-Muller (DMI) (Coyne et Orr, 2004). Cependant, l’étude de la zone de contact 

Aceituno-Choros montre une forte variation de fréquence d’individus de profil « type ACE » 

entre populations AI : les taux les plus importants ont été observés dans les populations ERM 

et ACE, et ne sont donc pas une caractéristique particulière aux populations voisines des 

populations PP (Fig. 2.D.6).  

 Enfin, l’observation du variant atpX uniquement dans les populations de l’espèce AI 

pourrait être liée à une différence de taille efficace entre les espèces AI et PP. L’étude de 

phylogéographie a montré que la divergence entre AI et PP est certainement associée à la 

colonisation du nord des côtes chiliennes, avec un fort effet de la dérive, par effet de 

fondation et par « gene surfing ». Les populations PP sont par ailleurs soumises à des régimes 

de perturbations importants (El Niño), avec des mortalités locales massives. Le processus de 

dérive pourrait avoir entraîné une perte du variant atpX dans les populations PP.  

 

Perspectives 

 Afin de confirmer la duplication suggérée par ces résultats et de la localiser (génome 

nucléaire ou génome mitochondrial), différentes approches pourraient être utilisées (Encadré 

2.D.3). Les résultats obtenus ici ouvrent cependant de nouvelles questions. En particulier, 

dans le cas où la duplication aurait eu lieu à l’intérieur du génome mitochondrial, des gènes 

codants ont-ils été dupliqués en même temps que le marqueur atp8/trnS ? Si oui, quels sont 

les effets sur la valeur sélective des individus, notamment en limite d’aire de distribution ? 

Quelle est l’importance de cette duplication sur l’isolement reproducteur entre les espèces PP 

et AI ?  
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Encadré 2.D.3 : 
Approches possibles pour déterminer le compartiment génomique des copies détectées 

 
 
(d’après Bensasson et al., 2001) : 
 

�  Analyses de descendances afin de déterminer le mode de ségrégation des séquences paralogues : 
transmission biparentale des numts versus transmission maternelle des séquences mitochondriales. 

 
�  Localisation des copies dans la cellule par hybridation fluorescente in situ (FISH) : noyau (numts) 

ou cytoplasme (ADNmt). 
 

�  Inférence à partir des différences de mode d’évolution entre le génome nucléaire et le génome 
mitochondrial : cette méthode est particulièrement intéressante chez les taxa animaux, où le transfert 
vers le noyau s’accompagne d’un biais de mutation. 

 
�  Enrichissement en mitochondries ou en ADN nucléaire : extraction d’ADN à partir de tissus riches 

pour l’un de ces compartiments cellulaire ou méthodes d’enrichissement lors de l’extraction 
d’ADN. 

 
�  Amplification sélective : utilisation d’enzymes de restriction pour  rendre non amplifiables les 

fragments déjà identifiés. 
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E. Conclusions 

 

 Ce chapitre a eu pour objectif de déterminer quels sont les mécanismes qui limitent les 

flux de gènes entre les espèces cryptiques AI et PP de L. nigrescens et gouvernent la 

distribution géographique de ces espèces.  

•  L’analyse génétique des zones de contact dans la Région de transition (29-30°S) a 

montré une ségrégation géographique totale des espèces AI et PP, quelque soit 

l’échelle d’étude : absence de sites de sympatrie, bien que les sites habités par 

chacune des espèces soient séparés par une plage de sable de seulement 1,5km de long 

dans une de ces zones de contact. 

•  L’étude de la zone de contact Aceituno-Choros avec les marqueurs microsatellites 

suggère un isolement reproducteur total entre espèces en conditions naturelles : 

aucune introgression ni hybridation n’a été détectée. Le concept biologique de 

l’espèce peut donc être appliqué aux espèces cryptiques AI et PP du complexe L. 

nigrescens. Le rôle des barrières reproductives intrinsèques reste à déterminer, en 

génotypant les individus obtenus par croisements en conditions contrôlées.  

•  L’expérience de transplantation réciproque a permis de montrer une contre-sélection 

des sporophytes immigrants asymétrique, limitée au site situé au sud de la Région 

de transition. Ce mécanisme pourrait limiter l’expansion de l’aire de distribution de 

l’espèce PP vers le sud, au moins pendant les années La Niña, comme celle pendant 

laquelle a été réalisée l’expérience. A l’échelle de la zone de contact Aceituno-Choros, 

aucune différence de réponse n’a été observée dans l’expérience de transplantation des 

sporophytes entre les deux sites.  

•  Ce dernier résultat contraste avec les différences de régimes de température identifiées 

entre ces sites, et d’une manière plus générale entre sites habités par l’espèce AI et 

sites habités par l’espèce PP. L’expérience de tolérance des stades microscopiques du 

cycle de vie à la température et à ses régimes de variation devrait permettre de tester 

spécifiquement le rôle de ce facteur environnemental comme agent de sélection contre 

les immigrants (analyse en cours). 

•  Enfin, des résultats préliminaires ont montré la présence de plusieurs variants du locus 

atp8/trnS au sein de l’espèce AI. Ceci suggère la présence d’une duplication ancienne 

d’une région du génome mitochondrial, soit au sein de ce génome, soit avec transfert 
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                                               vers le noyau (numt). Ce variant, appelé « atpX », montre une distribution restreinte 

aux populations AI, situées dans la Région de transition (29-30°S). Ces résultats 

ouvrent de nouvelles perspectives concernant les possibles rôles de ce variant et 

surtout des gènes codants qui ont pu être dupliqués en même temps : ces gènes 

ont en particulier pu conserver leur fonction, acquérir une nouvelle fonction ou perdre 

la fonction originelle. Cette duplication de gènes, en apportant du matériel génétique 

neuf, pourrait contribuer à l’isolement reproducteur entre les espèces AI et PP et/ou 

être impliquée dans des processus d’adaptation de ces populations AI situées en limite 

d’aire.  
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DISCUSSION GENERALE 

 

 Au départ, les travaux d’Andrés Meynard (2005) et cette thèse avaient pour objectif 

principal la reconstitution de l’histoire évolutive des espèces morphologiques Lessonia 

nigrescens et Lessonia trabeculata. Les données acquises au cours de cette thèse ont ensuite 

permis de proposer le complexe d’espèces « Lessonia nigrescens » comme un modèle d’étude 

des processus de spéciation et des barrières reproductives chez les Laminariales, groupe pour 

lequel les études de ce genre n’avaient pas encore été menées. Après une synthèse des 

processus inférés lors de cette thèse, nous discuterons de l’importance de ces résultats sur la 

gestion de la ressource naturelle et des perspectives de recherches ouvertes ou renforcées. 

 

 

A. Synthèse 

 

Identification de deux espèces cryptiques au sein du complexe « Lessonia nigrescens » 

 

 Les travaux présentés dans ce manuscrit de thèse ont permis de démontrer la 

présence de deux espèces cryptiques au sein de l’espèce morphologique « L. nigrescens », 

répondant aux deux critères phylogénétique et biologique du concept d’espèce. Cette 

étude est une première chez les Laminariales : alors qu’il y a encore peu de temps, la question 

était de savoir si le concept biologique d’espèce même était applicable aux Laminariales (voir 

discussion sur le genre Laminaria : Bartsch et al., 2008), nous avons montré ici un isolement 

reproducteur total entre deux espèces, qui plus est sont des espèces phylogénétiquement 

proches et non distinguables morphologiquement. Ce résultat contraste particulièrement avec 

la vision traditionnelle d’un isolement reproducteur incomplet entre espèces de Laminariales, 

dû à l’action d’un bouquet de phéromones commun à toutes ces espèces (Pohnert et Boland, 

2002) et à la radiation rapide et récente de ce groupe de taxa (Draisrna et al., 2001).  

 Les espèces cryptiques du complexe « L. nigrescens » ont été nommées espèce AI et 

espèce PP, en référence aux régions biogéographiques correspondant à leurs aires de 

distribution respectives (Aire Intermédiaire et Province Péruvienne). Une description 

taxonomique formelle de ces espèces est actuellement en cours de réalisation dans les équipes 
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                                               de recherche de J. Correa et B. Santelices (PUCCh). Les études de taxonomie antérieures, 

basées uniquement sur des critères morphologiques, avaient classé ces deux espèces comme 

une seule espèce nominale : les espèces AI et PP peuvent donc être considérées comme des 

espèces cryptiques.  

 

 

Processus de spéciation chez L. nigrescens : contexte spatial et forces évolutives 

 

 Dans l’introduction de ce manuscrit de thèse, nous avions mentionné l’importance de 

trois composantes dans les processus de spéciation : le contexte spatial, les forces évolutives 

et les bases génétiques de l’isolement reproducteur (voir Butlin et al., 2008). Nous avions 

également souligné que chacune de ces composantes pouvait varier au cours du temps.   

 Mes travaux de thèse s’intègrent dans le cadre générale de l’étude des processus à 

l’origine de la distribution des espèces marines le long des côtes chiliennes, afin d’inférer 

l’histoire de la région, et en particulier de la zone de transition biogéographique 30°S 

(Laboratoire International Associé « DIAMS »). L’étude comparative de phylogéographie 

d’espèces d’invertébrés et d’algues, impliquant les deux laboratoires d’accueil, a montré que 

cette zone de transition biogéographique était associée à une discontinuité génétique marquée, 

non seulement chez L. nigrescens, mais également chez des invertébrés marins. La présence 

d’espèces cryptiques a en particulier été suggérée chez la « macha » (Mesodesma donacium, 

Peralta, 2008). A partir des données présentées dans le Chapitre 1 pour le complexe d’espèces 

L. nigrescens, il est difficile de déterminer si la divergence a eu lieu dans un contexte 

géographique d’allopatrie (en particulier spéciation par bourgeonnement ou péripatrie) ou de 

parapatrie. De plus, les conditions environnementales n’étant pas fixes dans le temps, ce 

contexte géographique a pu varier lors du processus de spéciation. Cependant, la concordance 

entre discontinuités génétiques et discontinuités écologiques (patrons d’abondance et de limite 

d’aire) pour des espèces de traits d’histoire de vie divers semble indiquer que le processus de 

divergence a été induit par un facteur environnemental extrinsèque et ancien. 

 

 Quelque soit le mode géographique de spéciation, la colonisation du nord semble 

cependant être un élément commun aux différents scénarios de spéciation chez le 

complexe L. nigrescens. Cette colonisation depuis l’espèce AI ancestrale peut avoir facilité la 

divergence entre AI et PP par des processus de dérive (effets de fondation et « gene surfing ») 

et/ou par l’action de la sélection naturelle (adaptation à des conditions environnementales plus 
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                                               spécifiques du nord) dans les nouvelles populations. L’expérience de transplantation 

réciproque et les données de régime de résurgence suggèrent que la divergence adaptative a 

pu effectivement contribuer au processus de spéciation.  

 La modification de la structure génétique du génome peut également contribuer aux 

processus de spéciation, voire être le mécanisme à l’origine de la divergence (voir discussion 

dans l’Introduction : polyploïdie, réarrangements chromosomiques (en particulier éléments 

transposables) et duplications de gènes). Chez le complexe d’espèces L. nigrescens, la 

découverte de variants d’une région intergénique mitochondriale, probablement liés à une 

duplication de cette région d’ADN, soulève la question de l’importance de cette 

restructuration du génome dans la divergence entre les espèces AI et PP.  

 

 

Maintien de l’intégrité des espèces AI et PP et de leur ségrégation spatiale  

 

 L’étude de génétique des populations (Chapitre 2) ainsi que l’étude phylogénétique 

(Chapitre 1) ont montré un isolement reproducteur complet et ancien entre les espèces AI et 

PP. L’isolement écogéographique (ou isolement par l’habitat) contribue certainement 

d’une façon importante à l’isolement reproducteur, mais n’est pas suffisant pour 

expliquer une absence totale de flux de gènes interspécifiques ni la ségrégation spatiale 

des espèces à l’échelle évolutive. L’isolement reproducteur entre les espèces AI et PP 

semblerait donc dû à l’action de barrières reproductives multiples, agissant comme des filtres 

successifs sur les flux de gènes interspécifiques : l’isolement écogéographique limite les 

rencontres interspécifiques, et l’action d’autres barrières reproductives agiraient sur le flux de 

gènes résiduel. Ces barrières pourraient être un isolement gamétique et/ou un isolement 

postzygotique, et l’expérience de croisements en conditions contrôlées, réalisée au cours de 

cette thèse, devrait permettre de distinguer les deux hypothèses.  

 

 Les zones de contact entre espèces AI et PP sont très probablement des zones de 

tension (ce qui n’exclue pas la présence d’un écotone), simplement du fait de la capacité 

de dispersion limitée des espèces, de l’isolement écogéographique et de l’absence de flux 

de gènes interspécifiques. Dans les zones de tension, tandis que la dispersion permet 

l’hybridation, la sélection intrinsèque agit soit contre les hybrides, soit contre le taxon présent 

en plus faible abondance (Hewitt, 1988 ; Goldberg et Lande, 2007). L’isolement 

écogéographique fait que les spores des deux espèces ne sont pas présentes en même 
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                                               proportion dans les populations locales, avec un nombre de spores résidentes supérieur à celui 

des spores immigrantes. La probabilité de fécondation interspécifique est donc plus grande 

pour les gamétophytes immigrants que pour les gamétophytes résidents. Une létalité des 

hybrides ou une incompatibilité gamétique provoque donc une sélection fréquence-

dépendante négative des gamétophytes : les gamétophytes immigrants, et donc en fréquence 

rare, auront une valeur sélective plus faible que celle des gamétophytes résidents, Ce 

mécanisme de sélection fréquence-dépendante contre le taxa de plus faible abondance dans la 

population peut ainsi conduire à terme à une ségrégation géographique des espèces. En 

l’absence d’autres forces, la possibilité de parthénogénèse des gamétophytes femelles devrait 

pourtant modifier ce patron, en favorisant au contraire la formation de sporophytes à partir de 

spores immigrantes isolées les unes des autres dans la population résidente. La 

parthénogénèse semblerait cependant, d’après notre étude de génétique des populations, être 

peu fréquente, voire absente, en conditions naturelles. L’étude des processus spécifiques aux 

populations situées en limite d’aire fait actuellement l’objet du projet de thèse de Valeria 

Oppliger (cotutelle UPMC/PUCCh), et intègre en particulier les sites de la Région de 

transition, limite nord de distribution pour l’espèce AI et limite sud pour l’espèce PP. 

 

 Les différences écologiques détectées entre deux populations de la zone de contact 

Aceituno-Choros suggèrent que, dans ce cas précis, la zone de contact pourrait être une 

zone d’écotone, avec la présence d’un gradient environnemental (zone d’écotone) associé 

à une divergence adaptative entre espèces. Notre expérience de transplantation de jeunes 

sporophytes a cependant montré aucune sélection différentielle dans ces sites. Néanmoins, 

une réponse différentielle entre espèces a pu être mise en évidence lors d’une expérience de 

tolérance à la température, incluant les sites de la zone de contact Aceituno-Choros, et se 

traduit par une différence en termes de sex-ratio (Oppliger et al., article en préparation et dont 

je suis co-auteur). La seconde expérience de réponse à la température, réalisée en 

collaboration avec Valeria Oppliger et en cours d’analyse, devrait permettre de confirmer ce 

résultat, en y ajoutant un échantillonnage plus important, et en étudiant spécifiquement les 

régimes de variation de température.  

 Dans le sud de la Région de transition, nous avons pu montrer l’action de 

facteurs environnementaux, limitant la migration efficace d’individus de l’espèce PP 

vers le sud. La réalisation d’une seconde expérience de transplantation mais cette fois 

pendant un évènement El Niño permettrait par ailleurs de tester l’importance de ce 

phénomène sur la limite nord de distribution de l’espèce AI. 
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B. Conséquences directes des travaux présentés dans 

cette thèse 

 

Gestion de la ressource et conservation 

 

 Le complexe d’espèces L. nigrescens constitue une ressource non négligeable pour les 

pêcheurs-collecteurs, particulièrement ces dernières années où la demande mondiale 

d’alginates a augmenté, alors que la récolte de Laminariales diminue dans d’autres pays 

(notamment en France). Dans ce contexte, il est primordial que les mesures de gestion de 

la ressource incorporent le fait que L. nigrescens est constituée de deux stocks 

génétiques isolés reproductivement et occupant des niches écologiques distinctes. En 

effet, de part leur divergence adaptative, les populations de l’espèce AI ne peuvent pas être 

considérées comme « refuges » pour l’espèce PP, en cas de perturbation importante, et 

inversement. En particulier, les expériences de restauration de populations doivent être 

menées uniquement entre populations de même espèce, sinon elles courent le risque de ne pas 

réussir. Une expérience de restauration est actuellement menée avec succès par l’équipe 

chilienne, près de Chañaral (26°S), et a montré une augmentation de la diversité dans les sites 

concernés par rapport aux sites où l’espèce PP est absente, et ce en particulier pour des 

espèces d’invertébrés benthiques à forte valeur commerciale. 

 

 L’espèce PP apparaît comme particulièrement menacée par plusieurs types de 

perturbations, naturelles et anthropiques, tandis que le risque d’extinction de l’espèce AI 

semble limité :  

� Evènements El Niño : Ces évènements climatiques imprévisibles affectent 

particulièrement les populations du nord du Chili et du sud du Pérou, populations donc 

de l’espèce PP. Des mortalités massives de populations y ont en effet été enregistrées 

lors des deux derniers évènements majeurs (1982/83 et 1997/1998 ; Castilla et Camus, 

1992) et des séquelles sont encore visibles, du fait de la capacité de colonisation 

réduite de l’espèce (ex : Iquique, Martínez et al., 2003).  

� Pollution aux métaux lourds : Un nombre important d’entreprises minières 

déchargeant, ou ayant déchargé par le passé, des métaux lourds et des sédiments sur la 

côte sont présentes entre les latitudes 18°S et 29°S (Fernandez et al., 2000), 
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                                               correspondant à l’aire de distribution de l’espèce PP. Certains sites, comme celui de 

Chañaral (26°S), sont hautement contaminés (une des plus fortes concentrations 

mondiales de cuivre dans des eaux côtières, Correa et al., 1999). Les espèces 

cryptiques de L. nigrescens ont montré être particulièrement sensibles à ce type de 

polluants : l’accumulation très rapide (à l’échelle des heures) de cuivre dans les tissus 

a ainsi été observée à travers une expérience de transplantation de jeunes sporophytes 

dans des sites contaminés (2 mois de suivis, Andrade et al., 2006). Les stades 

microscopiques, et en particulier les gamétophytes, sont encore plus particulièrement 

affectés par la présence de cuivre (expérience en laboratoire : Contreras et al., 2007 ; 

observation sur le terrain : expérience de restauration limitée par l’absence de 

recrutement dans le site le plus contaminé, obs. équipe chilienne). Toujours dans cette 

région, il a été montré que la connectivité des populations naturelles était fortement 

affectée par l’extinction de populations locales (Faugeron et al., 2005). 

� Influence des centrales thermoélectriques : Ce mode de production d’énergie 

nécessite l’utilisation de quantités importantes d’eau pour le système de 

refroidissement. Dans les régions du nord du Chili (18-30°S), arides à semi-arides, ces 

centrales sont de ce fait construites sur la côte, plutôt que dans les terres. En 

conséquence de l’augmentation des besoins énergétiques du pays, et particulièrement 

des industries minières dans ces régions, le nombre de centrales y est important, avec 

de nouveaux projets en cours (ex : trois projets sur une dizaine de kilomètres de côtes 

à proximité de la région Aceituno-Choros). L’augmentation de température des eaux 

rejetées en mer par ces centrales peut avoir des conséquences importantes sur la faune 

et la flore marines, et en particulier sur les espèces de L. nigrescens, particulièrement 

susceptibles aux températures élevées (Martínez et al., 2003, Peters et Breeman, 1993, 

Oppliger et al., en prép.).   

� Pression de récolte : La récolte de Lessonia étant réalisée de plus en plus par 

extraction directe, plutôt que par récolte des individus échoués, la pression de récolte a 

changé ces dernières années, amenant les autorités chiliennes (SERNAPESCA : 

Servicio Nacional de Pesca) à n’autoriser l’exploitation que dans les Aires de Gestion. 

La majeure partie de la récolte étant située entre 18°S et 32°S (Vásquez et al., 2008), 

elle concerne plus particulièrement l’ensemble des populations de l’espèce PP, ainsi 

que les populations de limite nord de l’aire de distribution de l’espèce AI de L. 

nigrescens. 
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 Toutes ces perturbations affectent l’espèce PP de L. nigrescens, et ce sur l’ensemble 

de son aire de distribution, et constituent un risque important d’extinction de l’espèce. 

L’espèce AI de L. nigrescens semblerait moins affectée par ces perturbations, soit peu 

importantes (El Niño), soit limitées à des parties restreintes de l’aire de distribution (pollution, 

centrales thermoélectriques, récolte). Plutôt que d’interdire l’extraction hors des Aires de 

Gestion, une mesure possible serait de limiter l’exploitation à l’espèce AI, et l’interdire ou la 

restreindre de façon importante, pour l’espèce PP. Des travaux sont actuellement en cours de 

réalisation, afin de considérer les aspects socio-économiques liés à l’exploitation des 

Laminariales au Chili (travaux de l’équipe de J. Vásquez : Vásquez et al., 2008 notamment ; 

comparaison avec la récolte des algues bretonnes : S. Gelcich et K. Frangoudez, travail en 

cours) 

 

 La mise au point de marqueurs moléculaires hypervariables (microsatellites), à 

laquelle j’ai participé au cours de ma thèse, est essentielle pour mesurer l’effet de la pression 

anthropique sur la diversité génétique. Ces marqueurs peuvent également être utilisés pour 

effectuer un contrôle des mesures de protection, en permettant d’identifier la provenance des 

individus (traçabilité). Les expériences de restauration de l’habitat, par transplantation 

d’individus dans des sites anciennement dévastés par les polluants, peuvent également 

bénéficier de l’apport des marqueurs microsatellites, pour créer des populations avec une 

diversité génétique suffisante pour le maintien à long terme. Les processus démographiques 

de ces populations sont actuellement en cours d’analyse, par génotypage des recrues et par des 

suivis démographiques fréquents réalisés par l’équipe chilienne. Enfin, l’utilisation de ces 

nouveaux marqueurs a permis d’étudier l’impact de facteurs naturels sur la diversité 

génétique, à travers la caractérisation des populations de l’espèce PP de la région d’Iquique 

(20°S) : ces populations ont été fortement affectées par l’évènement El Niño de 1982/83, avec 

une mortalité massive suivie par un processus de recolonisation à partir d’une population 

refuge (située dans un site de résurgence) (S. Faugeron et D. Veliz, en prep.). 

 

 

Etude morphologique et concept d’espèces cryptiques  

 La définition d’espèces cryptiques, donc non distinguables morphologiquement, pose 

problème pour un certain nombre d’écologues, particulièrement en phycologie. La vision 

traditionnelle de la définition d’espèces sur la base de critères morphologiques y est très forte, 
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                                               comme j’ai pu m’en rendre compte au cours de ma thèse.  

 La réponse à cette question récurrente de savoir si ces espèces étaient 

morphologiquement différentes a été donnée par une étude de morphologie comparée, suite à 

mes travaux de thèse (González et al., soumis). Cette étude a posteriori a pu montrer que, sur 

les 26 caractères morphologiques considérés (internes et externes), aucun n’est diagnostique, 

c’est-à-dire spécifique de l’une ou l’autre des deux espèces. Ces résultats contrastent avec la 

différenciation morphologique entre ces espèces intertidales et l’espèce subtidale L. 

trabeculata (comparaison avec AI : Villouta et Santelices, 1986, avec PP : obs. pers.). Ces 

différences sont probablement liées à des conditions environnementales plus contrastées entre 

l’étage intertidal et celui subtidal qu’entre les étages intertidaux des régions biogéographiques 

AI et PP. La colonisation de l’étage intertidal lors du processus de spéciation entre L. 

trabeculata et le complexe L. nigrescens a probablement impliqué des adaptations 

importantes aux conditions environnementales de cet habitat : dessiccation, radiations UV et 

stress thermique, notamment.  

 L’étude de Gonzalez et al. (soumis) a cependant montré que des analyses multivariées 

permettaient de distinguer les espèces AI et PP sur la base de six caractères morphologiques, 

ce qui rendrait possible l’identification des espèces sans l’utilisation d’outils moléculaires. 

Cette étude a porté sur quatre populations, situées dans la Région de transition (PP : 29°S) et 

hors de cette région (PP : 22°S, AI : 32°S et 38°S). Lors de l’expérience de transplantation 

réciproque, j’ai cependant observé une plasticité phénotypique importante, en particulier pour 

l’espèce AI. Les personnes intéressées par l’étude morphologique des espèces cryptiques 

devraient considérer spécifiquement les sites de la Région de transition (29-30°S), où les deux 

espèces sont présentes dans des habitats géographiquement proches (min. de 1,5km). 

 

 

Perspectives de recherche sur les processus évolutifs chez le complexe d’espèces Lessonia 

nigrescens  

 

 Enfin, les résultats obtenus lors de mon travail de thèse ont été considérés dans le 

cadre de la thèse de Valeria Oppliger (cotutelle UPMC/PUCCh). Elle étudie les processus 

évolutifs spécifiques aux populations de limite d’aires, en particulier en ce qui concerne les 

régimes de reproduction.  

 Dans ce cadre, la Région de transition (29-30°S) apparaît comme une opportunité, 

avec la présence de populations de limite d’aire pour les deux espèces AI et PP. L’étude de 
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                                               génétique des populations, présentée dans ma thèse, a suggéré un mode de reproduction 

clonal, plutôt que parthénogénétique. Les travaux de Valeria Oppliger devraient permettre de 

confirmer cette observation, et de déterminer si la position géographique (limite d’aire) et/ou 

la proximité aux populations de l’autre espèce sont des facteurs favorisant l’évolution vers un 

mode de reproduction asexuée. 

 

 

C. Autres perspectives 

 

 Les travaux présentés dans cette thèse ont contribué à ouvrir de nouvelles voies de 

recherche. Ainsi, alors que les différences de régimes de température entre sites situés de part 

et d’autre de la latitude 30°S étaient en cours d’étude par les équipes de S. Navarrete et M. 

Fernandez (Estación Costera de Investigaciones Marinas, PUCCh), la découverte fortuite de 

l’espèce AI à Aceituno (29°S) a permis de montrer que ce site présentait des particularités 

intéressantes : régime de température distinct des sites voisins, observation d’espèces 

normalement présentes uniquement au sud de la latitude 30°S, notamment. Ces observations 

ont renforcé l’intérêt pour l’étude des processus et mécanismes liés à la zone de transition 

biogéographique 30°S : des projets en cours de réalisation concernent la phylogéographie 

comparée d’invertébrés (P. Haye et S. Faugeron), le succès reproducteur d’espèces 

d’invertébrés et d’algues (M. Fernandez et S. Navarrete), les populations marginales 

d’invertébrés (B. Broitman) et d’algues (V. Oppliger), et l’océanographie côtière (S. 

Navarrete). 

 

 D’autre part, les résultats de cette thèse montrant un isolement reproducteur complet 

entre deux espèces cryptiques de Laminariales pourront être comparés aux résultats en cours 

d’obtention par l’équipe française et par l’équipe d’Ester Serrao (projet ANR ECOKELP , 

coordinatrice : Myriam Valero) pour des espèces européennes. Ces espèces différent par leur 

aire de distribution, mais sont présentes en sympatrie dans certaines régions, comme en 

Bretagne. Les difficultés d’identification morphologique des espèces dans certains sites 

soulèvent la question de l’importance de l’hybridation en conditions naturelles. Cette 

comparaison entre les espèces de Lessonia d’une part, et les espèces de Laminaria d’autre part 

permettra de mieux connaître les processus de spéciation chez ce groupe d’espèces appelées 
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                                               « kelps », ainsi que les mécanismes permettant la coexistence des espèces en sympatrie ou au 

contraire l’exclusion compétitive des espèces. La température de l’eau semble également 

avoir un effet majeur sur la distribution des espèces, tantôt européennes que chiliennes. Enfin, 

ce projet ANR a considéré également les conséquences écologiques de la récolte : la 

compétition interspécifique est en particulier influencée par la récolte des Laminaires 

européennes. 
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ANNEXES 1 
  (CHAPITRE 1) 

 
Annexe 1.1 : Protocole d’extraction d’ADN utilisé pour Lessonia nigrescens et Lessonia trabeculata. 
. 
Annexe 1.2 : Conditions d’amplification des marqueurs utilisés pour l’étude de la phylogéographie 
(atp8/trnS, RuBisCo spacer, ITS1 et ITS2) et Séquençage et détection du polymorphisme de 
conformation simple brin (SSCP). 
 
Annexe 1.3 : Matrice de distances géographiques entre paires de populations pour l’étude de 
phylogéographie de Lessonia nigrescens. 
 
Annexe 1.4 : Numéros d’accession GenBank des haplotypes et allèles obtenus lors de l’étude de 
phylogéographie. 
 
Annexe 1.5 : Etude de phylogéographie, approche multilocus : distribution des haplotypes et allèles  
dans les populations de Lessonia nigrescens. 
 
Annexe 1.6 : Etude de phylogéographie, approche populationnelle : distribution des haplotypes 
atp8/trnS dans les populations de Lessonia nigrescens. 
 
Annexe 1.7 : Distribution des haplotypes atp8/trnS dans les populations de Lessonia trabeculata. 
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ANNEXE 1.1 
 
 

Protocole d’extraction d’ADN utilisé  
pour Lessonia nigrescens et Lessonia trabeculata 

 
 
 
L. nigrescens 

1. Peser environ 5 mg de tissus sec. 
2. Moudre le tissu à l’aide d’azote liquide ou d’une machine à broyer jusqu’à obtenir de 

la poudre fine. 
3. Ajouter la même quantité de PVP-40 en poudre et ajouter 700 µL de tampon de lyse. 

Bien homogénéiser. 
4. Mettre sur un rotor pendant 30 à 60 min à température ambiante. 
5. Centrifuger 30 min à 14000 rpm. 
6. Transférer le surnageant dans de nouveaux tubes de 1,5 mL. 
7. Ajouter 700 µL de chloroforme:isoamilalcool (24 :1). 
8. Bien homogénéiser pendant 1 min. 
9. Centrifuger 20 min à 14000 rpm, à -4°C. 
10. Transférer le surnageant (sans toucher l’interface blanche) dans de nouveaux tubes de 

1,5 mL. 
11. Ajouter l’isopropanol (3/4 du volume). 
12. Centrifuger 14 min à 14000 rpm, à -4°C. 
13. Eliminer le surnageant. 
14. Faire sécher le culot. 
15. Resuspendre le culot dans 60 µL d’eau ultra pure. 
16. Conserver les ADN stocks à -20°C. 
 

Lessonia trabeculata : 
Protocole identique jusqu’à l’étape 5 : 
6. Transférer le surnageant dans de nouveaux tubes de 2 mL. 
7. Ajouter 600 µL de phénol:chloroforme:isoamilalcool et homogénéiser. 
8.  Incuber 20 min dans de la glace. 
9.  Centrifuger 20 min à 14000 rpm, à -20°C. 
10. Transférer le surnageant dans de nouveaux tubes. 
11. Ajouter 700 µL de chloroforme:isoamilalcool (24 :1) et homogénéiser. 
12. Centrifuger 20 min à 14000 rpm, à -20°C. 
13. Répéter les étapes 10 à 12. 
Reprendre le protocole utilisé pour L. nigrescens à l’étape 10. 

 
 
Tampon de lyse (pour 100mL) : 
    
CTAM 3%      0,3 g 
NaCl 1,4M    8,18 g 
EDTA 20mM  0,744 g 
Tris HCl 1M pH8 12,11 g 
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ANNEXE 1.2 
 
 

Conditions d’amplification des marqueurs utilisés pour l’étude de la 
phylogéographie (atp8/trnS, RuBisCo spacer, ITS1 et ITS2) et 

Séquençage et détection du polymorphisme de conformation simple 
brin (SSCP) 

 
Annexe 1.2-a : Loci de l’étude de la phylogéographie et références des protocoles. 
 

Locus Séquence des amorces (5’ – 3’) Génome Référence 
atp8/trnS F : TGT ACG TTT CAT ATT ACC TTC TTT AGC 

R : TAG CAA ACC AAG GCT TTC AAC 
mitochondrial Engel et al. (2008) 

Voisin et al. (2005) 
    
RuBisCo spacer RS1 : GCC AAA TGC ACC AAC TTC TT 

RS2 : AGA CCC CAT AAT TCC C 
chloroplastique Yoon et Boo (1999) 

    
ITS1 et ITS2a LB1 : CGC GAG TCA TCA GCT CGC ATT 

LB2 : AGC TTC ACT CGC CGT ACT GG 
nucléaire Yoon et al. (2001) 

 

a Les marqueurs ITS1 et ITS2 sont amplifiés en utilisant les mêmes amorces, qui amplifient l’ensemble ITS1 - 
gène 5,8S - ITS2. 
 
Annexe 1.2-b : Réaction de PCR. 
 
  atp8/trnS RuBisCo spacer ITSs 
 [C] solution mère Vol (µL) pour 1 ind Vol (µL) pour 1 ind Vol (µL) pour 1 ind 
H20  5,30 0,30 0,30 
BSA 1 mg.mL-1 2,00 6,00 6,00 
Tampon 10X  2,00 2,00 2,00 
MgCl2 25mM 2,00 2,00 2,00 
dNTP 2,5mM 1,60 1,60 1,60 
Amorce F 5 µM 1,00 2,00 2,00 
Amorce R 5 µM 1,00 2,00 2,00 
Taq polymérase 5 U.µL-1 0,10 0,10 0,10 
ADN  1,6ng.µL-1 5,00 5,00 5,00 
Volume final  20,00 20,00 20,00 

 
Annexe 1.2-c : Programmes d’amplification ? 
 
atp8/trnS : 

1. Dénaturation initiale de 5 min à 95°C 
2. 5 cycles en « touch down » : -1°C par cycle pour la température d’appariement 
  30 sec à 95°C 
  30 sec à la température d’appariement (température initiale 60°C) 
  45 sec à 72°C 
3. 30 cycles avec température d’appariement fixe (55°C) 
  30 sec à 95°C 
  30 sec à 55°C 
  45 sec à 72°C 
4. Elongation finale : 7 min à 72°C. 
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RuBisCo et ITS : 
1. Premier cycle : 
  4 min à 95°C 
  1 min à 45°C 
  1 min à 72°C 
2. 30 cycles à température d’appariement fixe (57°C pour RuBisCo spacer, 50°C 

pour ITSs) : 
  30 sec à 95°C 
  45 sec à la température d’appariement 
  1 min à 72°C 
3. Elongation finale : 10 min à 72°C. 

 
 
Annexe 1.2-d : Purification des produits de PCR pour séquençage. 
 
Protocole utilisé à la plateforme de séquençage de la Station Biologique de Roscoff (kit de 
montage µPCR): 

1. Ajouter 50 µL d’eau milliQ dans chaque puits. 
2. Transférer le total de chaque puits dans la plaque à membrane. 
3. Filtrer par le vide à 15 mm Hg pendant 10 min ou jusqu’à ce que tous les puits 

soient vides. 
4. Ajouter 50 µL d’eau milliQ par puits. 
5. Refaire le vide à la même pression. 
6. Ajouter 40 µL (20 µL si les produits PCR sont peu concentrés) d’eau milliQ par 

puits. 
7. Laisser la plaque 10 min sur un agitateur horizontal (coller un film sur la plaque). 
8. Transférer le tout dans une plaque à fond V. 

 
Protocole utilisé au laboratoire de Diversidad Molecular de la P. Universidad Católica de 
Chile (PUCCh): utilisation du kit de purification des produits PCR QIAGEN selon le 
protocole du fabricant. 
 
Protocole utilisé dans le cas du marqueur atp8/trnS pour l’identification des différentes 
bandes :  

1. Faire migrer le produit PCR sur gel d’agarose à 2%, jusqu’à ce que les différentes 
bandes soient nettement séparées (utiliser un contrôle positif). 

2. Découper la bande d’intérêt à l’aide d’un scalpel. 
3. Utiliser le kit de purification de produit PCR à partir de gel d’agarose selon le 

protocole du fabricant. 
 
 
Annexe 1.2-e : Réaction de séquençage. 
 

 Vol (µL) pour 1 ind 
ADN 1 
Tampon 5x Applied 0,75 
Amorce (5 µM) 0,75 
Big Dye Terminator 3.1 0,5 
H20 1,75 
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Programme de séquence : 
1. Dénaturation initiale : 5 min à 96°C 
2. 50 cycles : 
  30 sec à 96°C 
  40 sec à 50°C 
  4 min à 60°C 
 

Les produits de la réaction de séquence sont ensuite transmis aux différents services de 
séquençage (plateforme de la SBR ou laboratoire de Diversidad Molecular de la PUCCh) pour 
purification et passage sur séquenceur à capillaires.  
 
 
Annexe 1.2-f : Détection du polymorphisme de conformation simple brin (SSCP) 
 
Protocole d’après Voisin et al. (2005), avec modification du temps de migration et de la 
quantité de produit chargée. 
 
Pour 16 µL de produit de PCR, rajouter 32 µL de tampon de charge composé de :  
 8 µL de tampon Ficoll (1) 
 5,3 µL d’urée à 5 M 
 19,7 µL de TBE 1 X 
 
(1) Pour 10 mL de tampon Ficoll : 
 1500 mg de Ficoll 
 25 mg de Bleu de Bromophénol 
 25 mg de Xylène Cyanol 
 
Gel d’acrylamide à 10% (37,5 :1, acrylamide :bisacrylamide) : 
 

Gel 10% 
H20 28 mL 
TBE 10 X 2 mL 
Acrylamide:bisacrylamide (37,5:1) 10 mL 
APS 10% 228 µL 
Temed 35 µL 
Volume final 40 mL 

 
Dénaturer les échantillons 4 min à 9°C puis les stocker dans la glace jusqu’au chargement. 
Charger l’ensemble du mélange produit de PCR – tampon de charge. 
 
Migration à 4°C, à voltage constant (200V) pendant 17h en utilisant du TBE 10 X comme 
tampon de migration. 
 
Les gels sont révélés avec un bain de 20 min de Sybr Gold à 2,5 X et de TBE 1 X sous 
agitation, puis sont visualisés sous U.V. 
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Annexe 1.3-a : Matrice de distances géographiques (en km) entre paires de populations du clade Nord. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Annexe 1.3-b : Matrice de distances géographiques (en km) entre paires de populations du clade Z30. 
 

 PAJ CAR HCO CHN CHS TBL ARY TEA OTO GUANA 
CAR 46          
HCO 94 48         
CHN 205 159 111        
CHS 221 175 127 16       
TBL 239 193 145 34 18      
ARY 261 215 167 56 40 22     
TEA 280 234 186 75 59 41 19    
OTO 321 275 227 116 100 82 60 41   

GUANA 344 298 250 139 123 105 83 64 23  
TON 353 307 259 148 132 114 92 73 32 9 

 

 QMO CAC PCH PAT COL SLD 
CAC 363      
PCH 414 51     
PAT 561 198 147    
COL 974 611 560 413   
SLD 1268 905 854 707 294  
MOC 1416 1053 1002 855 442 148 

A
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                          Annexe 1.3-c : Matrice de distances géographiques (en km) entre paires de populations du clade AI. 
 
 

 ACE IPA COZ PTLV2 RLI PTAL LM MTM CURAM QUIS LC MAT PICHI CST CONCE MEH PUC 
IPA 61                 
COZ 124 43                

PTLV2 197 77 73               
RLI 251 131 127 54              

PTAL 272 152 148 75 21             
LM 433 313 309 236 182 161            

MTM 534 414 410 337 283 262 101           
CURAM 567 447 443 370 316 295 134 33          

QUIS 606 486 482 409 355 334 173 72 39         
LC 620 500 496 423 369 348 187 86 53 14        

MAT 682 562 558 485 431 410 249 148 115 76 62       
PICHI 737 617 613 540 486 465 304 203 170 131 117 55      
CST 857 737 733 660 606 585 424 323 290 251 237 175 120     

CONCE 1084 964 960 887 833 812 651 550 517 478 464 402 347 227    
MEH 1474 1354 1350 1277 1223 1202 1041 940 907 868 854 792 737 617 390   
PUC 1633 1513 1509 1436 1382 1361 1200 1099 1066 1027 1013 951 896 776 549 159  
GBN 1815 1695 1691 1618 1564 1543 1382 1281 1248 1209 1195 1133 1078 958 731 341 182 
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ANNEXE 1.4 
 
 

Numéros d’accession GenBank des haplotypes et allèles  
obtenus lors de l’étude de phylogéographie 

 
 
 
Annexe 1.4-a : Numéros d’accession des haplotypes du marqueur atp8/trnS. 
 
 
Haplotype Accession  Haplotype Accession  Haplotype Accession 
atp1 EU652976  atp14 FJ410107  atp31 FJ410119 
atp2 EU652977  atp15 FJ410108  atp32 FJ410120 
atp3 EU652978  atp16 FJ410109  atp33 FJ410121 
atp4 EU652979  atp17 FJ410110  atp34 FJ410122 
atp5 EU652980  atp22 FJ410111  atp35 FJ410123 
atp6 EU652981  atp23 FJ410112  atp38 FJ410124 
atp7 EU652982  atp25 FJ410113  atp39 FJ410125 
atp8 EU652983  atp26 FJ410114  atp101 EU652984 
atp9 FJ410103  atp27 FJ410115  atp102 FJ410128 
atp10 FJ410104  atp28 FJ410116  atp201 EU652985 
atp12 FJ410105  atp29 FJ410117  atp202 FJ410130 
atp13 FJ410106  atp30 FJ410118  atp203 EU652986 
 
 
Annexe 1.4-b : Numéros d’accession des haplotypes du marqueur RuBisCo spacer. 
 
 

Haplotype Accession  Haplotype Accession 
rs1 FJ410085  rs10 FJ410094 
rs2 FJ410086   rs11 FJ410095 
rs3 FJ410087   rs13 FJ410096 
rs4 FJ410088   rs101 FJ410097 
rs5 FJ410089   rs102 FJ410098 
rs6 FJ410090   rs103 FJ410099 
rs7 FJ410091   rs104 FJ410100 
rs8 FJ410092   rs202 FJ410101 
rs9 FJ410093   rs203 FJ410102 

 
 
Haplotypes déjà présents dans GenBank : 
 

Haplotype Accession 
rs12 AY851544 
rs201 AY851543 
rs204 AY851545 
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Annexe 1.4-c : Numéros d’accession des allèles du marqueur ITS1. 
 

Allèle Accession  Allèle Accession  Allèle Accession 
its1-1 FJ410031  its1-12 FJ410041  its1-22 FJ410051 
its1-2 FJ410032  its1-13 FJ410042  its1-23 FJ410052 
its1-4 FJ410033  its1-14 FJ410043  its1-24 FJ410053 
its1-5 FJ410034  its1-15 FJ410044  its1-25 FJ410054 
its1-6 FJ410035  its1-16 FJ410045  its1-101 FJ410055 
its1-7 FJ410036  its1-17 FJ410046  its1-102 FJ410056 
its1-8 FJ410037  its1-18 FJ410047  its1-103 FJ410057 
its1-9 FJ410038  its1-19 FJ410048  its1-104 FJ410058 
its1-10 FJ410039  its1-20 FJ410049  its1-204 FJ410059 
its1-11 FJ410040  its1-21 FJ410050    

 
Allèles supplémentaires obtenus par clonage :          Allèles déjà présents dans GenBank : 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Annexe 1.4-d : Numéros d’accession des allèles du marqueur ITS2. 
 
 

Allèle Accession  Allèle Accession 
its2-1 FJ410068  its2-10 FJ410076 
its2-3 FJ410069  its2-11 FJ410077 
its2-4 FJ410070  its2-12 FJ410078 
its2-5 FJ410071  its2-13 FJ410079 
its2-6 FJ410072  its2-14 FJ410080 
its2-7 FJ410073  its2-101 FJ410081 
its2-8 FJ410074  its2-103 FJ410082 
its2-9 FJ410075  its2-204 FJ410083 

 
 
Allèle supplémentaire obtenu par clonage :          Allèles déjà présents dans GenBank : 

 
 
 

 
 
 

Allèle Accession 
its1-201 AF319031 
its1-202 AY857900 
its1-205 AY857902 

Allèle Accession 
CAR1 isolat C1 FJ410060 
TBL2 isolat C1 FJ410061 
TBL2 isolat C3 FJ410062 
TBL2 isolat C5 FJ410063 
PTLV2-11 isolat C1 FJ410064 
PTLV2-11 isolat C4 FJ410065 
PTAL3 isolat C3 FJ410066 
PTAL3 isolat C4 FJ410067 

Allèle Accession 
PTLV2-11 isolat C1 FJ410084 

Allèle Accession 
its2-201 AF319031 
its2-202 AY857900 
its2-205 AY857902 
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ANNEXE 1.5 
 
 

Etude de phylogéographie, approche multilocus :  
distribution des haplotypes et allèles  

dans les populations de Lessonia nigrescens 
 
 
Annexe 1.5-a : Distribution des haplotypes atp8/trnS dans les populations de L. 
nigrescens (jeu de données de l’approche multilocus). 
 
 
Clade Nord :  
 

Localité atp1 atp2 atp3 atp14 atp15 Total 
ILO     5   5 
QCA/CAC     4   4 
PCH     2   2 
PAT/HUA 2      2 
COL      5 5 
LnCHA/SLD   1 4    5 
MOC    5    5 
PAJ        3 
CAR        5 
HCO        5 
CHN        2 
CHS        5 
TBL        2 
ARY        2 
TEA        5 
OTO        4 
GUANA        2 
TON        2 
Total 2 1 9 11 5 28 

 
Clade Z30 :  
 

Localité atp4 atp16 atp22 atp23 atp26 atp27 Total 
PAJ    3     3 
CAR    5     2 
HCO     5    5 
CHN       2 2 
CHS 2    2 1 5 
TBL 2       2 
ARY   2      2 
TEA   5      2 
OTO 4       4 
GUANA 2       2 
TON 2       2 
Total 12 7 8 5 2 3 37 
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Clade AI : 
 
Localité atp1 atp5 atp6 atp7 atp8 atp9 atp10 atp12 atp13 atp17 atp25 atp28 Total 
ACE         5       5 
IPA              5 5 
COZ             5   5 
PTLV2         4       4 
CSLO      1   1       2 
RLI         3       3 
PTAL         5       5 
LM            2    2 
MTM        2        2 
CURAM   3       2     5 
QUIS   2            2 
LC   2            2 
MAT          2      2 
CST     2           2 
CONCE     5           5 
MEH      1 4         5 
PUC      1 1         2 
GBN         4               4 
Total 2 7 7 3 9 2 18 2 2 2 5 5 62 
 
 
 
Annexe 1.5-b : Distribution des haplotypes RuBisCo spacer dans les populations de L. 
nigrescens. 
 
Lignée PP (clades mitochondriaux Nord et Z30) : 
 

Clade Nord Clade Z30 
Localité 

rs1 rs2 rs3 rs4 rs6 rs8 
Total 

ILO 5           5 
QCA/CAC 2         2 
PCH 2         2 
PAT/HUA 2         2 
COL 5         5 
LnCHA/SLD   5        5 
MOC    5      5 
PAJ      3    3 
CAR      5    5 
HCO      5    5 
CHN        2   2 
CHS      4 1   5 
TBL      2    2 
ARY         2 2 
TEA         5 5 
OTO         4 4 
GUANA         2 2 
TON         2 2 
Total 16 5 5 19 3 15 63 
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Lignée AI :  
 

Localité rs5 rs7 rs9 rs10 rs11 rs12 rs13 Total 
ACE 5        5 
IPA   5       5 
COZ    5      5 
PTLV2   4       4 
CSLO   2       2 
RLI   2       2 
PTAL   4  1     5 
LM      2    2 
MTM      2    2 
CURAM       5   5 
QUIS       2   2 
LC       2   2 
MAT   1    1   2 
CST        2 2 
CONCE        5 5 
MEH   5       5 
PUC   2       2 
GBN   4           4 
Total 5 29 5 1 4 10 7 61 
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Annexe 1.5-c : Distribution des allèles ITS1 dans les populations de L. nigrescens. 
 
Lignée PP (clades mitochondriaux Nord et Z30) : 
 

Clade Nord Clade Z30 
Localité 

its1-1 its1-2 its1-4 its1-5 its1-6 its1-7 its1-8 its1-9 its1-10 its1-12 its1-13 its1-15 its1-17 its1-18 
Total 

ILO 1                1 
PCH  2               2 
LnCHA/SLD   2              2 
MOC    1 1           2 
PAJ       1 1         2 
CAR         1 1       2 
HCO          2       2 
CHN           1 1     2 
CHS            3     3 
ARY             1    1 
TEA             1    1 
OTO              1   1 
GUANA               2 2 
TON               2 2 
Total 1 2 2 1 1 1 1 1 3 1 4 2 1 4 25 
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Lignée AI :  
 

Localité its1-11 its1-14 its1-16 its1-19 its1-20 its1-21 its1-22 its1-23 its1-24 its1-25 Total 

ACE 1           1 
IPA  2          2 
COZ   1         1 
PTLV2    1        1 
RLI     1 1      2 
PTAL     2       2 
LM       1     1 
MTM      1  1    2 
CURAM      2      2 
QUIS      2      2 
LC      2      2 
MAT         1   1 
CONCE         2   2 
MEH          2 2 
PUC        2    2 
GBN                   2 2 
Total 1 2 1 1 3 8 1 3 3 4 27 
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Annexe 1.5-d : Distribution des allèles ITS2 dans les populations de L. nigrescens. 
 
Lignée PP (clades mitochondriaux Nord et Z30) : 
 

Clade Nord Clade Z30 
Localité 

its2-1 its2-3 its2-4 its2-5 its2-6 its2-9 its2-10 its2-12 
Total 

ILO 2          2 
QCA/CAC 2          2 
PCH 2          2 
COL 1          1 
LnCHA/SLD  1        1 
MOC 1          1 
PAJ    2       2 
CAR    2 1      3 
HCO    1  1     2 
ACE           2 
CHN       1 1   2 
CHS       3    3 
IPA           2 
ARY      2     2 
TEA      2     2 
COZ           2 
OTO       2    2 
GUANA         2 2 
TON         2 2 
PTLV2           2 
CSLO           2 
RLI           3 
PTAL           2 
LM           2 
MTM           2 
CURAM           2 
QUIS           2 
LC           2 
MAT           2 
CONCE           2 
MEH           2 
PUC           2 
GBN                 2 
Total 8 1 5 1 5 6 1 4 31 
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Lignée AI :  
 

Localité its2-7 its2-8 its2-11 its2-13 its2-14 Total 
ACE 1 1     2 
IPA   2    2 
COZ 2      2 
PTLV2   2    2 
CSLO   2    2 
RLI   2 1   3 
PTAL    2   2 
LM   2    2 
MTM   2    2 
CURAM   1  1 2 
QUIS   2    2 
LC   2    2 
MAT   2    2 
CONCE   2    2 
MEH   2    2 
PUC   2    2 
GBN     2     2 
Total 3 1 27 3 1 35 

 
 
Annexe 1.5-e : Distribution des haplotypes et allèles dans les populations de L. 
trabeculata. 
 
Haplotypes atp8/trnS, jeu de données mutlilocus : 
 

Localité atp101 atp102 Total 
Lt-TRU   1 1 
Lt-CAB   1 1 
Lt-HCO 1  1 
Lt-TOY 1  1 
Lt-ALGA  1  1 
Lt-EST 1  1 
Lt-ANC 2  2 
Total 6 2 8 

 
 
Haplotypes RuBisCo spacer : 
 

Localité rs101 rs102 rs103 rs104 Total 
Lt-TRU 1       1 
Lt-CAB   1   1 
Lt-HCO    1  1 
Lt-TOY     1 1 
Lt-ALGA     1 1 
Lt-EST     1 1 
Lt-ANC     1 1 
Total 1 1 1 4 7 
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Allèles ITS1 : 
 

Localité its1-101 its1-102 its1-103 its1-104 Total 
Lt-TRU 1       1 
Lt-CAB   1    1 
Lt-HCO    1   1 
Lt-ALGA      1 1 
Lt-EST     1 1 
Lt-ANC     1 1 
Total 1 1 1 3 6 

 
Allèles ITS2 : 
 

Localité its2-101 its2-103 Total 
Lt-TRU 1   1 
Lt-CAB 1  1 
Lt-HCO   1 1 
Lt-TOY   1 1 
Lt-ALGA    1 1 
Lt-EST   1 1 
Lt-ANC   1 1 
Total 2 5 7 
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ANNEXE 1.6 
 
 

Etude de phylogéographie, approche populationnelle :  
distribution des haplotypes atp8/trnS  

dans les populations de Lessonia nigrescens 
 
 
Annexe 1.6-a : Distribution des haplotypes atp8/trnS dans les populations du clade 
nord : 
 

 Localité atp 1 atp 2 atp 3 atp 14 atp 15 atp 39 Total 
QCA           30 30 
CAC     30    30 
PCH     29    29 
PAT 28       28 
COL      30   30 
SLD   13 16     29 
MOC    30     30 
Total 28 13 46 59 30 30 206 

 
 
Annexe 1.6-b : Distribution des haplotypes atp8/trnS dans les populations du clade Z30 : 
 

Localité  atp 4 atp 16 atp 22 atp 23 atp 26 atp 27 atp 29 profil C Total 
PAJ    30       30 
CAR    30       30 
HCO     8      8 
CHN       2  28 30 
CHS 2    2 1  25 30 
TBL 2       31 33 
ARY   33        33 
TEA   30        30 
OTO 4      1 25 30 
GUANA 3       29 32 
TON 2       28 30 
Total 13 63 60 8 2 3 1 166 316 
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Annexe 1.6-c : Distribution des haplotypes atp8/trnS dans les populations du clade AI : 
 

Localité  
atp 
5 

atp 
6 

atp 
7 

atp 
8 

atp  
9-11 

atp 
10 

atp 
12 

atp 
13 

atp 
17 

atp 
25 

atp 
28 

atp 
30 

atp 
31 

atp 
32 

atp 
33 

atp 
34 

atp 
35 

atp 
38 Total 

ACE      29             29 
IPA           30        30 
COZ          27        1 28 
PTLV2      29      1       30 
RLI      27     2        29 
PTAL      31             31 
LM         33          33 
MTM     33              33 
CURAM 25       5           30 
QUIS 28              2    30 
LC 30                  30 
MAT       30            30 
PICHI  1     26      1 2     30 
CST  12                 12 
CONCE  28                 28 
MEH   14 16               30 
PUC   10 19             1  30 
GBN   1 27            2   30 
Total 83 41 25 62 33 116 56 5 33 27 32 1 1 2 2 2 1 1 523 
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ANNEXE 1.7 
 
 
 

Distribution des haplotypes atp8/trnS  
dans les populations de Lessonia trabeculata 

 
 
 
Tableau 1 : Distribution des haplotypes atp8/trnS dans les populations de L. trabeculata. 
 

Localité atp101 atp102 atp103 Total 
Lt-MEN   1 1 
Lt-TRU  1  1 
Lt-CAB  1  1 

Lt-SM  4  4 
Lt-PA 1   1 

Lt-HCO 29   29 
Lt-IPO 1   1 

Lt-COQUI 14   14 
Lt-OTO 1   1 
Lt-TOY 1   1 

Lt-ALGA  10   10 
Lt-EST 1   1 

Lt-ANC 3   3 
Total 61 6 1 68 
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ANNEXE 2.B 

 
(Chapitre 2, Partie B) 

 
 
Annexe 2.B.1 : Expérience de croisement en conditions contrôlées. 
 
Annexe 2.B.2 : Conditions d’amplification des loci microsatellites. 
 
Annexe 2.B.3 : Distances géographiques entre sites d’échantillonnage de la zone de contact 
Aceituno-Choros. 
 
Annexe 2.B.4 : Distribution des allèles de quatre loci pour les échantillons traités dans 
l’article Faugeron et al. (2009). 
 
Annexe 2.B.5 : Détails des analyses microsatellites de la zone de contact Aceituno-Choros. 
. 
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ANNEXE 2.B.1 
 
 

Expériences de croisements en conditions contrôlées 
 
Approche utilisée 
 Plutôt que de réaliser des croisements à partir de gamétophytes mâles et femelles 
isolés, nous avons choisi de mimer l’arrivée d’un groupe de spores migrantes dans un site 
donné, permettant ainsi d’inclure dans l’expérience la possibilité d’isolement gamétique 
compétitif. Le principe de l’expérience a donc été de mélanger deux groupes de spores 
provenant de sporophytes d’espèces différentes. Les sporophytes obtenus peuvent être 
potentiellement issus d’hybridation, mais également d’autofécondation et de parthénogénèse. 
Les témoins de l’expérience ont consisté à mélanger deux groupes de spores provenant de 
sporophytes de même espèce, et à obtenir des sporophytes issus d’allofécondation (croisement 
intraspécifique), d’autofécondation et de parthénogénèse. Il est important de noter que, les 
conditions de culture ne permettant pas de compléter le cycle de vie de L. nigrescens en 
laboratoire, l’expérience a été menée jusqu’à ce que les sporophytes aient une taille suffisante 
pour extraction d’ADN.  
 Ce schéma d’expérience a été rendu possible par l’utilisation des marqueurs 
microsatellites, permettant de génotyper les sporophytes parentaux (producteurs des spores 
utilisées) et les sporophytes juvéniles (obtenus après culture), pour déterminer l’origine des 
sporophytes juvéniles (hybridation, allo ou autofécondation, parthénogénèse). Dans le cas 
d’hybrides, l’utilisation du marqueur mitochondrial atp8/trnS permet d’identifier le sens du 
croisement. 
 Les méthodes de croisements et de culture seront présentées ici, tandis que les résultats 
des analyses moléculaires ne sont pour l’instant pas disponibles. Les cultures ont été réalisées 
grâce à l’aide précieuse de Carolina Olivares (Universidad Católica del Norte).  
 
Choix des sites d’étude 
 Quatre sites ont été choisis pour ces expériences de croisement : Las Cruces (LC, 
33°30’S, AI) et Chañaral (CHA, 26°09’S, PP) d’une part, et Aceituno (ACE, 29°03’S, AI) et 
Choros Ventana (CHV, 29°12’S, PP) d’autre part. Ce choix permet de tester si l’isolement 
reproducteur entre les espèces AI et PP est de même importance lorsque les espèces ont la 
possibilité d’interagir (zone de contact d’Aceituno-Choros) que lorsque les populations sont 
géographiquement distantes.  
 

1) Echantillonnage et méthodes de sporulation : 
 
 L’échantillonnage a considéré l’unité « individu » comme étant un stipe principal et 
les frondes correspondantes, les stipes d’un même disque pouvant en effet constituer des 
génotypes distincts. L’échantillonnage à CHA (individus CHA1 à CHA5) et à LC (individus 
LC2 à LC6) a été réalisé le 13/08/2007, l’échantillonnage à CHV (individus XCHV1 à 
XCHV5) et à ACE (individus ACE-A34 et ACE-A35) a été réalisé le 28/08/2007. En plus des 
sores nécessaires à la sporulation, un fragment de fronde non reproductive a été échantillonné 
pour chaque individu, pour génotypage, et conservé en silica gel.  
 La sporulation a été réalisée soit sur le terrain (< 5h après échantillonnage), soit après 
retour au laboratoire (24h de transport). Dans ce cas, deux modes de conservation ont été 
testés, appelés en « sachet » et en « glaciaire ». Dans le premier cas, les portions fertiles de 
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frondes ont été découpées, essuyées et placées dans un sachet plastique hermétique, placé au 
frais et à l’obscurité. Dans le second cas, le stipe principal et les frondes associées ont été 
placés directement dans une glaciaire fraîche.  
 La sporulation a été réalisée en mettant quatre à six cercles de sores de 1 cm de 
diamètre rincés à l’eau douce dans des tubes de 50 mL d’eau de mer filtrée. Après une nuit, 
les cercles de sores ont été enlevés et l’eau de mer changée par du milieu de culture. 
 
 
 
 
 

2) Méthodes de croisements et culture 
 

 Trois méthodes de croisements ont été testées : 
- la méthode dite « directe » : les deux cercles de sores introduits dans un même tube de 

sporulation proviennent de deux individus différents, la culture se fait dans le tube de 
sporulation. 

- la méthode dite « de plaques jointes » : la sporulation est réalisée dans un tube distinct 
pour chaque individu. Chaque tube contient un porte-objet sur lequel se fixent les 
spores et germent les gamétophytes. Après trois jours de culture, deux porte-objets 
sont placés face-à-face et fixés à l’aide d’élastiques à 2 mm de distance l’un de l’autre 
et la culture est poursuivie dans un récipient adéquat. 

- la méthode dite de « tube/corde » : la sporulation est réalisée dans un tube distinct 
pour chaque individu, chaque tube contenant une cordelette de nylon. Après trois jours 
de culture, la cordelette est retirée et remplacée par une cordelette d’un tube de 
sporulation différent (dépendant du croisement testé).  

 
 Lorsque les sporophytes sont visibles à l’œil nu, ils sont détachés du porte-objet ou de 
la corde et mis en culture avec un système d’agitation et de bulleur jusqu’à ce qu’ils soient 
suffisamment grands pour qu’une extraction d’ADN soit possible. 
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3) Croisements réalisés et sporophytes obtenus 
 

Tableau 1 : Présentation des croisements réalisés pour les populations LC et CHA. Pour chaque croisement, 
les deux individus sporophytes parentaux sur lesquels ont été échantillonnés les sores sont indiqués (parent1 et 
parent2), un seul parent est indiqué dans le cas d’une culture témoin. Pour chaque méthode de croisement (direct, 
plaques jointes et tube/corde) et de sporulation (Terrain, Sachet et Glaciaire) sont indiqués les codes des 
individus sporophytes juvéniles conservés en silica gel (seules les cultures ayant réussi sont présentées). Enfin, 
l’origine possible des sporophytes obtenus est indiquée : parthénogénèse (parth), autofécondation (autof), 
allofécondation intraspécifique (allof) et hybridation (hyb). 
 Direct Plaques 

jointes 
Tube/ 
Corde 

Origine possible 
des sporophytes obtenus 

 

Parent 
1 

Parent 
2 

Terrain Sachet Glaciaire Terrain Terrain Parth Autof A llof Hyb 
Cultures arrêtées en février 2008 
 LC2  B1-B50     x x   
 LC2 LC3  G1-G20  E1-E40 F21-F40 x x x  
 LC3  B51-B100     x x   
 LC4    B301-B350   x x   
 LC5  B101-B150     x x   
 LC5 LC6  G21-G40    x x x  
 LC6  B150-B200     x x   
 CHA1   C1-C50    x x   
 CHA1 CHA4   H1-H20 E41-E80 F1-F20 x x x  
 CHA2    C51-C100   x x   
 CHA3   C101-C150    x x   
 CHA4   C201-C250    x x   
 CHA5  C151-C200     x x   
 LC2 CHA1 D151-D200     x x  x 
 LC2 CHA2   D51-D100   x x  x 
 LC2 CHA5   D401-D450   x x  x 
 LC3 CHA1  D1-D50    x x  x 
 LC3 CHA4   D251-D300   x x  x 
 LC3 CHA5   D201-D250   x x  x 
 LC4 CHA1   D451-D500   x x  x 
 LC4 CHA2  D101-D150    x x  x 
 LC4 CHA5   D301-D350   x x  x 
 LC6 CHA2   D351-D400   x x  x 
Cultures arrêtées en juin 2008 
 LC2 CHA1  50 individus    x x  x 
 LC2 CHA2   50 individus   x x  x 
 LC2 CHA5   100 individus   x x  x 
 LC3 CHA1  50 individus    x x  x 
 LC3 CHA4   50 individus   x x  x 
 LC4 CHA1   50 individus   x x  x 

 
Tableau 2 : Présentation des croisements réalisés pour les populations ACE et CHV. Le numéro du tube de 
culture est indiqué ainsi que la proportion de sore de chaque population utilisée pour la sporulation. Les codes 
des individus placés en silica gel sont également mentionnés et l’origine possible des individus (parth : 
parthénogénèse, autof : autofécondation, allof : allofécondation, hyb : hybridation). Les croisements ont été 
réalisés avec la méthode « directe », sur le terrain. 

Tube de culture Superficie de sores Codes individus parth autof allof hyb 
Cultures arrêtées en février 2008 

1 100% CHV A1-A10 x x x  
2 100% CHV A11-A20 x x x  
5 100% ACE A21-A30 x x x  
6 100% ACE A31-A40 x x x  
7 50% ACE 50% CHV A41-A60 x x x x 
8 50% ACE 50% CHV A61-A80 x x x x 
9 50% ACE 50% CHV A81-A100 x x x x 
10 50% ACE 50% CHV A101-A120 x x x x 

Cultures arrêtées en juin 2008 
7 50% ACE 50% CHV 50 individus x x x x 
8 50% ACE 50% CHV 50 individus x x x x 
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ANNEXE 2.B.2 
 
 

Conditions d’amplification des loci microsatellites 
 
 

 
Annexe 2.B.a : Réaction de PCR. 
 
  Locus P3 Locus P9 Locus LESS1 Locus LESS22 
 [C] solution 

mère 
Vol (µL) pour  

1 ind 
Vol (µL) pour  

1 ind 
Vol (µL) pour  

1 ind 
Vol (µL) pour  

1 ind 
H20  7,9 8.8 10.5 10.2 
BSA 10mg.mL-1 0.5 0.9 0.9 0.9 
Tampon 10X  2² 2 2 5 
MgCl2 25mM 3 1.5 1 1.3 
dNTP 2mM 3 3 2 2 
Amorce F 10µM 0.2 (NED) 0.2 0.2 (FAM) 0.2 (PET) 
Amorce R 10µM 0.2 0.2 0.2 0.2 
M13 marquée  - 0,2 - - 
Taq polymérase 5U.µL-1 0.2 0.2 0.2 0.2 
ADN  10ng.µL-1 3 3 3 3 
Volume final  20,00 20,00 20,00 20,00 

 
 
Annexe 2.B.b : Passage sur séquenceur à capillaire. 
 
Mélange des réactions de PCR avant passage sur séquenceur à capillaire selon les proportions 
suivantes : 
Pour AI : 1,0µL P3, 1,5µL P9, 1,0µL LESS1, 2,0µL LESS22 
Pour PP : 1,0µL P3, 2,5µL P9, 1,0µL LESS1, 2,0µL LESS22 
 



Annexe 2.B.3 
 

284 

ANNEXE 2.B.3 
 
 

Distances géographiques entre sites d’échantillonnage  
de la zone de contact Aceituno-Choros 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 1 : Distances géographiques entre paires de sites d’échantillonnage de la zone de contact 
Aceituno-Choros. Les distances sont exprimées en km, et suivent les principaux traits de côte. 
 
 

 ACE APN APS ERM ERMS APON APO CHV CHB CHN CHS 
CPI 7,4 10,9 17,2 22,2 25,2 26,8 27,8 31,2 34,2 37,8 54,7 
ACE    3,5  9,8 14,8 17,8 19,4 20,4 23,8 26,8 30,4 47,3 
APN    6,3 11,3 14,3 15,9 16,9 20,3 23,3 26,9 43,8 
APS     5,0   8,0   9,6 10,6 14,0 17,0 20,6 37,5 
ERM       3,0   4,6   5,6   9,0 12,0 15,6 32,5 
ERMS        1,6   2,6   6,0   9,0 12,6 29,5 
APON         1,0   4,4   7,4 11,0 27,9 
APO          3,4   6,4 10,0 26,9 
CHV           3,0   6,6 23,5 
CHB            3,6 20,5 
CHN           16,9 
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ANNEXE 2.B.4 
 

Distribution des allèles de quatre loci  
pour les échantillons traités dans l’article Faugeron et al. (2009) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 : 
Distribution des 
tailles d’allèles 
obtenus pour quatre 
loci microsatellites 
dans un 
échantillonnage 
réduit de 60 
individus, dont 24 
issus de la population 
LC (espèce AI, 33°S) 
et 24 de la population 
PAz (espèce PP, 
26°S). Les 
distributions alléliques 
montrent  des allèles 
partagés entre espèces. 
Le cas du marqueur P3 
est particulier, les deux 
populations LC et PAz 
montrant le même 
allèle majoritaire 
(115). 
Article présenté en 
Annexe 3.2 

P3 

P9 

LESS1 

LESS22 



Annexe 2.B.5 
 

286 

ANNEXE 2.B.5 
 
 

Détails des analyses microsatellites  
de la zone de contact Aceituno-Choros 

 
Annexe 2.B.5-a : Analyses intrapopulations. 
 
Tableau 1 : Valeurs de F IS par locus et moyenne pour chaque population de la zone de contact 
Aceituno-Choros. N.D. : non calculé (population monomorphe pour le locus considéré). 
 

Locus 
Espèce Site 

P3 P9 LESS1 
Moyenne 

sur les 3 loci 

AI CPI   0,71200   0,10609 0,23835 0,29973 
 ACE   0,89655   0,02941 1,00000 0,43969 
 APN   0,61111   0,02452 0,20482 0,28409 
 APS   0,76204   0,00568 0,79138 0,36560 
 ERM   0,63203 -0,08584 0,62633 0,26030 
 ERMS   0,87879 -0,09615 0,50413 0,36882 

PP APON   0,57669   0,57494 N.D. 0,41985 
 APO -0,05556   0,72358 N.D. 0,55667 
 CHV -0,21429   0,33852 N.D. 0,18592 
 CHB   0,06863   0,71106 N.D. 0,47141 
 CHN   0,00000   0,12139 N.D. 0,11311 
 CHS -0,05556   0,39286 N.D. 0,25490 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Freq. observée
Freq. sous hypothèse de panmixie
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croisements plein-frères
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Figure 1 : Fréquence des génotypes multilocus répétés dans les populations AI et 
PP de la zone de contact Aceituno-Choros. Cette fréquence observée est comparée 
avec celle attendue sous l’hypothèse de panmixie et sous l’hypothèse de croisements 
pleins-frères. 
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Figure 2 : Fréquence des différents types de génotypes dans chaque population AI et 
PP : homozygotes à tous les loci ou hétérozygotes pour au moins l’un des trois loci, 
génotype répété ou unique.  
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Figure 3 : Fréquence des génotypes homozygotes aux trois loci observés dans les 
populations AI et PP par rapport aux fréquences attendues sous l’hypothèse de 
panmixie. 
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Annexe 2.B.5-b : Analyses interpopulations. 
 
Tableau 2 : Valeurs de l’estimateur de la statistique FST entre paires de populations et valeurs de p associées. Au-dessus de la diagonale : p, en-dessous 
de la diagonale : estimateur du FST. Les valeurs de p inférieures au seuil α fixé (0,05) après correction de Bonferroni sont indiquées en gras (p<0,00075). 
 

  Espèce AI  Espèce PP 
  CPI ACE APN APS ERM ERMS  APON APO CHV CHB CHN CHS 

CPI   0,36133 0,80371 0,28320 0,00684 <0,00001  <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 
ACE 0,01573  0,01758 0,28320 <0,00001 <0,00001  <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 
APN -0,00370 0,05587  0,84961 0,02637 <0,00001  <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 
APS 0,01228 0,08704 -0,00646  0,21484 0,37891  <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 
ERM 0,04293 0,11993 0,03466 0,01663  0,76953  <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 E

sp
èc

e 
A

I 

ERMS 0,07215 0,16961 0,06754 0,01009 -0,00395    <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 
               

APON 0,44815 0,50056 0,47372 0,50865 0,51060 0,54778   0,06445 0,00684 <0,00001 <0,00001 0,00586 
APO 0,44121 0,49672 0,46815 0,50288 0,50555 0,54452  0,06143  0,47852 0,10742 0,00781 0,63281 
CHV 0,35589 0,40001 0,38722 0,41542 0,42310 0,46466  0,09699 0,00549  0,38477 0,00586 0,34473 
CHB 0,41980 0,46879 0,44830 0,48105 0,48489 0,52502  0,16263 0,04681 0,00990  0,35156 0,18359 
CHN 0,45921 0,52381 0,48481 0,52104 0,52312 0,56103  0,25005 0,09710 0,07637 0,01145  0,00293 E

sp
èc

e 
P

P
 

CHS 0,43742 0,49120 0,46453 0,49888 0,50171 0,54072  0,09137 -0,00124 0,01055 0,03041 0,08474   
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Tableau 3 : Valeurs de l’estimateur de la statistique RST entre paires de populations et valeurs de p associées. Au-dessus de la diagonale : p, 
en-dessous de la diagonale : RST. Les valeurs de p inférieures au seuil α fixé (0,05) après correction de Bonferroni sont indiquées en gras 
(p<0,00075). 
 

  Espèce AI  Espèce PP 
  CPI ACE APN APS ERM ERMS  APON APO CHV CHB CHN CHS 

CPI   0,89258 0,11816 0,08691 0,08203 0,13770 
 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 

ACE -0,03758  0,03613 0,11133 0,05859 0,17676 
 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 

APN 0,04665 0,16216  0,28125 0,18555 0,14941 
 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 

APS 0,06071 0,09452 0,02173  0,95508 0,98828 
 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 

ERM 0,05799 0,10556 0,03795 -0,05550  0,70312 
 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 E

sp
èc

e 
A

I 

ERMS 0,04164 0,05892 0,05369 -0,07406 -0,01468   
 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 

               

APON 0,90929 0,94358 0,95287 0,96313 0,94985 0,94594 
 

  0,40820 0,19922 0,02246 0,16895 0,37891 
APO 0,90320 0,93730 0,94941 0,95931 0,94570 0,94164 

 
0,00575  0,36621 0,09570 0,22656 0,78027 

CHV 0,90239 0,93599 0,94760 0,95874 0,94493 0,94051 
 

0,03263 0,01237  0,01270 0,01270 0,24609 
CHB 0,89488 0,93111 0,94589 0,95576 0,94125 0,93691 

 
0,15066 0,09395 0,19067  0,19434 0,09180 

CHN 0,90658 0,94127 0,95158 0,96165 0,94824 0,94426 
 

0,03362 0,03391 0,14042 0,04075  0,25293 E
sp

èc
e 

P
P

 

CHS 0,90288 0,93722 0,94936 0,95927 0,94560 0,94153 
 

0,00464 -0,02428 0,02514 0,07666 0,01836   
               

A
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ANNEXES 2.C 
 

(Chapitre 2, Partie C) 
 
Annexe 2.C.1 : Protocole détaillé de l’expérience de réponse à la température 
des stades microscopiques des espèces AI et PP. 
 
Annexe 2.C.2 : Carte de localisation des individus transplantés au sein de chaque site. 
 
Annexe 2.C.3 : Calcul de la variable de croissance pour l’analyse de l’expérience de 
transplantation réciproque. 
 
Annexe 2.C.4 : Analyses préliminaires de l’expérience de transplantation réciproque : 
tailles initiales. 
 
Annexe 2.C.5 :  Graphiques des taux de survie et de maturité après 3 et 4 mois 
d’expérience de transplantation réciproque. 
 
Annexe 2.C.6 : Résultats des analyses statistiques de l’expérience de transplantation 
réciproque. 
 
Annexe 2.C.7 : Analyse de la température de l’eau pendant la durée de l’expérience de 
transplantation réciproque. 
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           ANNEXE 2.C.1 
 
 

Protocole détaillé de l’expérience de réponse à la température 
des stades microscopiques des espèces AI et PP 

 
 
 Les données de l’expérience de réponse à la température apparaissaient d’autant plus 
importantes que le régime de variation de température de l’eau semble distinct entre les sites 
habités par l’une ou l’autre des espèces cryptiques de L. nigrescens, y compris à petite échelle 
spatiale (zone de contact Aceituno-Choros) (voir données de l’expérience de transplantation 
réciproque, Chapitre 2.C). Seules les informations concernant la mise en place de cette 
expérience seront présentées ici, les analyses sont actuellement en cours. Cette expérience a 
été réalisée en collaboration avec Valeria Oppliger, pour son projet de thèse de doctorat, et 
avec l’aide technique de Paula Ayerdi. 
 

a) Hypothèses testées et approche utilisée 
 

 L’expérience de transplantation pour des raisons techniques ne pouvait pas être 
réalisée sur les stades microscopiques, nous avons donc fait le choix d’étudier les effets d’un 
facteur environnemental particulier en conditions contrôlées. Comme évoqué dans 
l’Introduction générale et le Chapitre 2.C, les côtes chiliennes ne montrent pas de gradient 
prononcé de température moyenne de l’eau de mer, mais des différences de régimes de 
variation de température ont été observées (Castillo et al., en prép.). Tandis qu’au sud des 
latitudes 30-31°S des variations de température à l’échelle synoptique (2-5 jours) sont 
observées, les températures au nord de cette limite sont beaucoup plus stables. La 
température, et ses régimes de variation, semblaient donc un facteur environnemental 
intéressant à tester pour expliquer le maintien de la ségrégation géographique des 
espèces PP et AI. L’expérience de réponse à la température a donc consisté à tester la 
tolérance des stades microscopiques pour cinq conditions de températures : trois stables 
et deux variant à l’échelle synoptique.  
 Les hypothèses testées sont :  

i. Les individus de l’espèce AI ont une meilleure valeur sélective que ceux de 
l’espèce PP dans des conditions de température variable, tandis que les individus 
de PP ont une meilleure valeur sélective que ceux de AI pour des températures 
élevées.  

ii.  Il y a un gradient latitudinal de réponse à la température moyenne et aux variations 
de température.  

 
b) Choix des sites 
 

 Huit sites ont été choisis pour réaliser cette expérience de tolérance à la 
température : 3 sites PP, 3 sites de l’aire de distrib ution continue de l’espèce AI et 2 sites 
AI isolés (ACE et COZ, Fig. 1). Les sites de IQ (Iquique, 20°10’S, espèce PP) et VAL 
(Valdivia, 39°45’S, espèce AI) ont été choisis comme témoin pour chacune des espèces : ils 
permettent de faire des comparaisons intraspécifiques et de maximiser la variation 
intraspécifique de réponse à la température éventuellement liée à la latitude. Ces sites sont 
situés à environ 1300km au nord et au sud, respectivement, de la Région de transition (29-
30°S). 
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LC ACE       
CHV  

RLI   

CAR

COZ
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VAL 

Aceituno-
Choros

Coquimbo-
Totoralillo

Tongoy –
Pta Lengua de Vaca 
(PTLV)

Espèces :

Nord
Z30
AI

PP

28 00’S

29 00’S

30 00’S

31 00’S

27 00’S

    c) Réalisation de l’expérience 
 

 Dans chaque site, 15 individus matures ont été collectés et regroupés en trois séries de 
cinq individus. Pour chaque individu, un fragment de fronde non fertile a été conservé en 
silica gel pour analyse moléculaire. Les sores ont été rincés à l’eau douce et découpés en cinq 
portions de 1cm de diamètre. La sporulation a été réalisée en mettant cinq demi-portions de 
sores provenant des cinq individus d’une même série dans un même tube de 50 mL contenant 
un porte-objet et de l’eau de mer filtrée. Ce même traitement a été réalisé dix fois pour chaque 
série de cinq individus. Les tubes ont été conservés à l’obscurité et au frais jusqu’à arrivée au 
laboratoire (15h de transport) et mise à température d’expérience. Chacune des cinq 
conditions de température a consisté en deux réplicas (deux tubes avec les spores issues des 
mêmes cinq individus), l’observation de chaque réplica ayant été réalisée par Valeria Oppliger 
et Paula Ayerdi, respectivement. L’eau de mer des tubes a été remplacée par de l’eau de mer 
enrichie à l’arrivée au laboratoire, puis tous les cinq jours. L’expérience a été menée sur 25 
jours. 
 Cinq conditions de températures ont été définies : (i) des conditions de température 
fixe : T1 = 10°C, T3 = 15°C et T5 = 20°C ; (ii) des conditions de température variant tous les 
trois jours (sporulation à la température basse) : T2 = 10-15°C et T4 = 15-20°C. 
 Les observations ont consisté à déterminer pour trois champs visuels par porte-objet le 
nombre de spores totales et de spores germées, le sex-ratio, la proportion de gamétophytes 
femelles matures et de gamétophytes femelles fécondés.  

Figure 1 : Localisation des 
sites de l’expérience de 
réponse à la température et à 
ses régimes de fluctuation. Les 
aires de distribution des espèces 
sont basées sur les résultats 
obtenus avec le marqueur 
mitochondrial (Chapitres 1 et 
2.B). 
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ANNEXE 2.C.2a  Site Carrizal Bajo (CAR). La population naturelle du site est de l’espèce PP de L. nigrescens.  
Site localisé à 28°04’S. 

env. 1m 
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ANNEXE 2.C.2b  Site Aceituno (ACE). La population naturelle du site est de l’espèce AI de L. nigrescens.  
Site localisé à 29°03’S. 

env. 1m 
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ANNEXE 2.C.2c  Site Choros-Ventana (CHV). La population naturelle du site est de l’espèce PP de L. nigrescens.  
Site localisé à 29°12’S. 

env. 1m 
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ANNEXE 2.C.2b  Site Rio Limari (RLI). La population naturelle du site est de l’espèce AI de L. nigrescens.  
Site localisé à 30°44’S. 

env. 1m 



Annexe 2.C.3 

299 

        ANNEXE 2.C.3 
 

Calcul de la variable de croissance 
pour l’analyse de l’expérience de transplantation réciproque 

 

 Afin de détecter des différences de croissance entre individus en fonction des sites 
d’origine et de destination, nous avons calculé la pente de croissance au cours du temps de 
chaque individu. Les étapes ont été les suivantes : 

1. Réalisation du graphique représentant la longueur de l’individu en fonction du temps 
en incluant l’ensemble des mesures (mesure initiale jusqu’à mesure à 5 mois). 

2. Réalisation du graphique représentant la longueur de l’individu en fonction du temps, 
en excluant la mesure initiale (mesure à 1 mois jusqu’à mesure à 5 mois). 

3. Réalisation d’une régression linéaire pour chaque jeu de données (mesure initiale 
incluse ou non), pour déterminer l’ajustement des modèles aux données. 

4. Le meilleur modèle (valeur de R2 la plus importante) est choisi pour estimer la pente 
de la droite de croissance. Les tests ont été réalisés en utilisant cette valeur (après 
transformation en rangs). 

 
 Exemple de courbes obtenues : 
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Figure 1 : Courbes de croissance obtenues pour quatre individus d’origines différentes 
transplantés dans le site RLI. L’individu V59 est mort entre les observations à 4 et 5 mois. Pour 
A59 et C54, la croissance est d’abord négative entre l’installation et l’observation à 1 mois, puis 
devient positive ensuite, suggérant une période d’acclimatation. La pente de croissance, utilisée 
ensuite pour les tests a été utilisée en incluant la taille initiale pour l’individu R60, en l’excluant 
pour les trois autres individus.  
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        ANNEXE 2.C.4 
 

Analyses préliminaires de l’expérience de transplantation réciproque :  
tailles initiales 

Annexe 2.C.4a : Comparaison des tailles initiales entre sites d’origine et entre espèces 
(individus de janvier). 
 
Analyses réalisées sur le jeu de donnée des tailles initiales des individus prélevés en janvier, 
qu’ils aient été ou non inclus dans les analyses de l’expérience de transplantation proprement 
dite (60 individus par combinaison site d’origine x site de destination). 
 
Tests réalisés : tests de Kruskal-Wallis réalisés sur les variables (longueur et diamètre du 
disque) après transformation en rangs. d.l. : degrés de liberté. Valeurs de p<0,05 indiquées en 
gras. 
 
Analyse 1 : Comparaison des longueurs des individus prélevés en janvier entre sites d’origine. 
Test global des différences entre sites d’origine : d.l.=3, H=76.01524, p<0.0001. Comparaison 
entre paires de sites : valeurs de z’ (en-dessous de la diagonale) et valeurs de p (au-dessus de 
la diagonale) : 
 

 CAR ACE CHV RLI 
CAR  <0,000001 0,000001 <0,000001 
ACE 7,475746  0,183258 1,000000 
CHV 5,312769 2,162976  0,131264 
RLI 7,605261 0,129516 2,292492  

 
 
Analyse 2 : Comparaison des diamètres de disque des individus prélevés en janvier entre sites 
d’origine. Test global des différences entre sites d’origine : d.l.=3, H=52.2611, p<0.0001. 
Comparaison entre paires de sites : valeurs de z’ (en-dessous de la diagonale) et valeurs de p 
(au-dessus de la diagonale) : 
 

 CAR ACE CHV RLI 
CAR  <0,000001 0,025063 <0,000001 
ACE 5,885399  0,015120 1,000000 
CHV 2,864464 3,020935  0,003344 
RLI 6,316022 0,430623 3,451558  

 
Analyse 3 : Comparaison des longueurs d’individus et des diamètres de disque des individus 
prélevés en janvier entre lignées.  
 
 

Variable d.l. H p 
Longueur  1 47,74925 <0,0001 
Diamètre du disque 1 43,7874 <0,0001 
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        Annexe 2.C.4b : Analyse des tailles initiales des individus inclus dans l’analyse de 
l’expérience de transplantation proprement dite. 
 
Objectif : vérifier l’absence de différences entre sites de destination pour les tailles initiales 
des individus transplantés issus de chacun des quatre sites d’origine. 
Tests réalisés : tests de Kruskal-Wallis réalisés sur les variables (longueur et diamètre du 
disque) après transformation en rangs. Variable explicative = site de destination. d.l. : degrés 
de liberté. Valeurs de p<0,05 indiquées en gras.  
 

Site d’origine Variable d.l. H p 
CAR Longueur 3 4.390608 0.2223 
ACE Longueur 3 3.116958 0.3277 
CHV Longueur 3 2.741394 0.4332 
RLI Longueur 3 1.954695 0.5819 
CAR Diamètre du disque 3 4.162624 0.2444 
ACE Diamètre du disque 3 10.96710 0.0119 
CHV Diamètre du disque 3 7.227680 0.0650 
RLI Diamètre du disque 3 2.41138 0.4816 
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        ANNEXE 2.C.5 
Graphiques des taux de survie et de maturité  

après 3 et 4 mois d’expérience de transplantation réciproque 
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Annexe 2.C.5a : Taux de survie des transplants A. après 3 mois (T3) et B. après 4 
mois (T4) d’expérience pour chaque combinaison de site d’origine et site de 
destination. 
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Annexe 2.C.5b : Taux de maturité des transplants A. après 3 mois (T3) et B. après 4 
mois (T4) d’expérience pour chaque combinaison de site d’origine et site de 
destination. 
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Annexe 2.C.6a : Test des effets des destinations (hypothèses 1) sur les variables mesurées pour les données après 
5, 4 et 3 mois après transplantation. 
 

 Survie  Maturité  Croissance (en longueur) Temps  
     Hypothèse 

Destinations 
comparées  d.l. 

ML 
Chi-carré 

p  d.l. 
ML 

Chi-carré 
p  d.l. H (KW) p 

Temps 5 mois 
     H1a Sites  3 31,77031 0,000001  3 27,01989 0,000006  3 62,37424 0,0000 
     H1b Habitats  1 12,66780 0,000372  1 9,57430 0,001973  1 32,77993 0,0000 
     H1c Régions latitudinales  2 31,37852 0,000000  2 27,24074 0,000001  2 62,2132 0,0000 
Temps 4 mois 
     H1a Sites  3 30,14890 0,000001  3 8,43357 0,037852  ND ND ND 
     H1b  Habitats  1 16,85383 0,000040  1 2,45963 0,116807  ND ND ND 
     H1c  Régions latitudinales  2 30,22439 0,000000  2 8,82863 0,012103  ND ND ND 
Temps 3 mois 
     H1a Sites  3 18,70691 0,000314  3 2,69298 0,441422  ND ND ND 
     H1b Habitats  1 13,32030 0,000263  1 0,00996 0,920521  ND ND ND 
     H1c Régions latitudinales  2 18,1950 0,000112  2 1,25330 0,534376  ND ND ND 
 

Légende commune à l’ensemble des tableaux de cette annexe 
Les tests concernant les variables survie et maturité ont été réalisés par analyse log-linéaire, ceux des données de croissance 
(croissance en longueur) par des tests de Kruskal-Wallis. En gras sont indiquées les valeurs de p inférieures au seuil α de 0,05. 
Hyp. : numéro de l’hypothèse testée, d.l. : nombre de degrés de liberté, ML Chi-carré : valeur de la statistique ML Chi-carré (ou 
statistique-G, analyse log-linéaire), H (KW) : valeur de la statistique H (tests de Kruskal-Wallis). ND : test concernant la croissance 
non réalisés, soit pour des raisons statistiques (absence de tests non-paramétriques de l’interaction entre deux variables de réponse), 
soit parce que la croissance a été calculée sur l’ensemble de l’expérience (5 mois). 
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Annexe 2.C.6b : Test de la divergence interspécifique (hypothèses 2a) en fonction des sites et du temps. 
 

 Survie  Maturité  Croissance (en longueur) 
Temps  
     Site de destination  d.l. 

ML 
Chi-carré 

p  d.l. 
ML 

Chi-carré 
p  d.l. 

ML 
Chi-carré 

p 

Temps 5 mois       
      CAR  1 3,09766 0,078405  1 2,731643 0,098378  1 0,19183 0,6614 
      ACE  1 0,10451 0,746480  1 0,57628 0,447773  1 1,46557 0,2260 
      CHV  1 1,94466 0,163163  1 0,16222 0,687117  1 0,97149 0,3243 
      RLI  1 12,97962 0,000315  1 0,84622 0,357625  1 22,07151 <0,0001 
Temps 4 mois       
      CAR  1 3,09766 0,078405  1 0,689661 0,406280  ND ND ND 
      ACE  1 0,61446 0,433115  1 4,00629 0,045331  ND ND ND 
      CHV  1 0,31336 0,575627  1 0,14704 0,701383  ND ND ND 
      RLI  1 11,00336 0,000909  1 0,13453 0,713784  ND ND ND 
Temps 3 mois       
      CAR  1 2,95776 0,085466  1 0,49039 0,483752  ND ND ND 
      ACE  1 1,31700 0,251131  1 0,53375 0,465034  ND ND ND 
      CHV  1 0,00284 0,957516  1 0,19538 0,658479  ND ND ND 
      RLI  1 6,845268 0,008888  1 1,09459 0,295457  ND ND ND 
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 Survie  Maturité  Croissance (en longueur) 
Temps  
     Site de destination  d.l. 

ML 
Chi-carré 

p  d.l. 
ML 

Chi-carré 
p  d.l. 

ML 
Chi-carré 

p 

Temps 5 mois 
     CAR  1 0,28728 0,591970  1 3,19380 0,073918  1 2,52850 0,1118 
     ACE  1 0,09694 0,755538  1 2,08058 0,149184  1 3,48177 0,0620 
     CHV  1 1,19180 0,274967  1 0,85786 0,354339  1 7,71097 0,0055 
     RLI  1 12,12057 0,000499  1 1,80384 0,179250  1 22,12682 <0,0001 
Temps 4 mois       
     CAR  1 0,28728 0,591970  1 1,25120 0,263323  ND ND ND 
     ACE  1 0,02196 0,882205  1 3,09023 0,078764  ND ND ND 
     CHV  1 0,43932 0,507453  1 0,04373 0,834349  ND ND ND 
     RLI  1 10,95638 0,000933  1 0,38976 0,532426  ND ND ND 
Temps 3 mois       
     CAR  1 0,36101 0,547947  1 0,00158 0,968281  ND ND ND 
     ACE  1 0,12655 0,722037  1 1,69986 0,192306  ND ND ND 
     CHV  1 0,54058 0,462193  1 0,45386 0,500509  ND ND ND 
     RLI  1 8,35286 0,003851  1 1,76713 0,183738  ND ND ND 

 
 
 
 
 
 

 Survie  Maturité  Croissance (en longueur) 
Temps 

 d.l. 
ML 

Chi-carré p  d.l. 
ML 

Chi-carré p  d.l. H (KW) p 

5 mois  1 0,57932 0,446581  1 0,00785 0,929422  1 0,87210 0,3504 
4 mois  1 0,01875 0,891079  1 0,50452 0,477520  ND ND ND 
3 mois  1 0,00785 0,929422  1 0,09862 0,753491  ND ND ND 

 

Annexe 2.C.6d : Test de l’adaptation liée à la latitude (hypothèse 2c) pour la Région Centre 
en fonction du temps. Concernant les régions Nord et Sud, l’adaptation liée à la latitude ne peut 
pas être distinguée de l’adaptation liée au site, du fait de la présence d’un seul site par région. 

Annexe 2.C.6c : Test de l’adaptation liée au site (hypothèse 2b) en fonction des sites et du temps. 
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Annexe 2.C.6e : Test de la différence entre sites de destination au sein de l’habitat PP (sites CAR et CHV) et au sein de l’habitat AI (sites 
ACE et RLI). L’effet site de destination sur les variables d’intérêt est testé seul (effet principal) et en interaction avec le site d’origine à l’aide de 
l’analyse log-linéaire. L’interaction n’a pas pu être testée pour la croissance du fait des limitations des tests non-paramétriques. 
 

Variable Survie Maturité Croissance (en longueur) 
Effet testé Effet principal  Effet interaction  Effet principal  Effet interaction  Effet principal 

Temps  
     Habitat d.l. 

ML 
Chi-carré 

p d.l. 
ML 

Chi-carré 
p d.l. 

ML 
Chi-carré 

p d.l. 
ML 

Chi-carré 
p d.l. H (KW) p 

Temps 5 mois      
     Habitat PP 3 6,49310 0,089935 1 0,00430 0,947660 1 17,08465 0,000036 3 2,13497 0,544872 3 7,116615 0,0683 
     Habitat AI 3 7,22402 0,065090 1 11,00104 0,000911 1 0,57928 0,446594 3 2,12710 0,546450 3 15,309530 0,0016 
Temps 4 mois      
     Habitat PP 3 5,09555 0,164933 1 0,00010 0,991729 1 0,38493 0,534978 3 1,11048 0,774545 ND ND ND 
     Habitat AI 3 9,02455 0,028966 1 8,71008 0,003165 1 2,29069 0,130152 3 3,30264 0,347275 ND ND ND 
Temps 3 mois      
     Habitat PP 3 5,49161 0,139141 1 1,75394 0,185382 1 6,08393 0,013642 3 2,04937 0,562223 ND ND ND 
     Habitat AI 3 8,86031 0,031207 1 3,85653 0,049553 1 0,08572 0,769693 3 1,93929 0,585102 ND ND ND 
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Annexe 2.C.6f : Test des différences entre sites de destination à l’intérieur de la région Centre et entre régions latitudinales : test de l’effet 
site de destination seul (effet principal) ou en interaction avec le site d’origine sur les variables survie et maturité (hypothèse 3b).  
 

Variable Survie Maturité 
Effet testé Effet principal  Effet interaction  Effet principal  Effet interaction  

Temps 
   Région de destination 
   ou groupe de régions 

d.l. 
ML 

Chi-carré 
p d.l. 

ML 
Chi-carré 

p d.l. 
ML 

Chi-carré 
p d.l. 

ML 
Chi-carré 

p 

Temps 5 mois             
   Centre 7 2,82034 0,901110 3 1,98147 0,576262 7 4,54792 0,714940 3 1,34542 0,718378 
   Nord + Centre 11 10,14006 0,517834 6 6,96144 0,324428 11 23,84387 0,013408 6 5,35411 0,499262 
   Centre + Sud 11 18,83650 0,064092 6 16,51312 0,011249 11 5,34001 0,913589 6 4,01270 0,674958 
   Nord + Sud 7 50,37838 0,000000 3 0,76657 0,857446 7 22,63707 0,001971 3 3,28259 0,350073 
Temps 4 mois             
   Centre 7 1,69247 0,974890 3 0,80832 0,847477 7 3,39095 0,846637 3 3,41819 0,331529 
   Nord + Centre 11 7,13063 0,788408 6 6,11156 0,410810 11 11,66703 0,389184 6 5,41778 0,491449 
   Centre + Sud 11 17,95118 0,082720 6 12,81914 0,046000 11 8,74468 0,645447 6 5,68833 0,458993 
   Nord + Sud 7 45,06282 0,000000 3 0,88525 0,828986 7 6,57311 0,474637 3 0,55803 0,905969 
Temps 3 mois             
   Centre 7 2,13894 0,951751 3 3,56543 0,312375 7 7,04609 0,424097 3 2,21827 0,528358 
   Nord + Centre 11 5,21901 0,920098 6 8,64561 0,194511 11 8,13011 0,701604 6 3,47174 0,747725 
   Centre + Sud 11 14,60755 0,201178 6 13,33792 0,037973 11 13,17457 0,282069 6 3,19106 0,784513 
   Nord + Sud 7 33,81496 0,000019 3 0,64178 0,886806 7 6,89488 0,439907 3 1,02167 0,796009 
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Annexe 2.C.6g : Comparaisons multiples entre sites de destination pour la croissance des individus toutes origines confondues, montrant 
que les sites ACE et CHV peuvent être regroupés en un habitat Centre (hypothèse 3b). Les valeurs de la statistique z’ sont indiquées en-
dessous de la diagonale, les valeurs de p associées au-dessus de la diagonale.  
 
 

 
 
Annexe 2.C.6h : Comparaisons multiples entre sites d’origines pour la croissance (en longueur) dans le site RLI (site de destination). Les 
valeurs de la statistique z’ sont indiquées en-dessous de la diagonale, les valeurs de p associées au-dessus de la diagonale.  
 

 CAR ACE CHV RLI 
CAR  0,149239 1,000000 0,000010 
ACE 2,243366  0,571058 0,149445 
CHV 0,571847 1,668703  0,000226 
RLI 4,782306 2,242835 4,121062  

 CAR ACE CHV RLI 
CAR  0,000013 0,000015 0,000000 
ACE 4,733676  1,000000 0,037576 
CHV 4,703186 0,401260  0,004265 
RLI 7,815462 2,733702 3,385389  
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Site HCO ACE CHV TBL ARY GUANA PTAL POSC HUEN LM MT M CURAM QUINTAY QUIS LC PICHI 

Latitude 28°27'S 29°03'S 29°12'S 29°28'S 29°41'S 30°11'S 30°55'S 31°37'S 31°25'S 32°14'S 32°57'S 33°06'S 33°11'S 33°23'S 33°30'S 34°23'S 

Espèce PP AI PP PP PP PP AI AI* AI* AI AI AI AI AI AI AI 

HCO  86 107 143 169 245 350 434 410 511 607 639 652 679 694 810 

ACE 0,64826  21 57 83 159 264 348 324 425 521 553 566 593 608 724 

CHV 0,91789 0,66028  36 62 138 243 327 303 404 500 532 545 572 587 703 

TBL 0,94082 0,66148 0,93849  26 102 207 291 267 368 464 496 509 536 551 667 

ARY 0,93483 0,64968 0,91676 0,97010  76 181 265 241 342 438 470 483 510 525 641 

GUANA 0,93059 0,67831 0,91602 0,94495 0,93533  105 189 165 266 362 394 407 434 449 565 

PTAL 0,66902 0,45540 0,70585 0,63636 0,64188 0,61806  84 60 161 257 289 302 329 344 460 

POSC 0,66249 0,49684 0,71023 0,63332 0,63770 0,61488 0,87697  24 77 173 205 218 245 260 376 

HUEN 0,85588 0,59423 0,90333 0,85474 0,82851 0,87139 0,67953 0,71043  101 197 229 242 269 284 400 

LM 0,80748 0,59934 0,86670 0,82419 0,81047 0,84980 0,71069 0,67902 0,89064  96 128 141 168 183 299 

MTM 0,80476 0,54416 0,83695 0,79775 0,80999 0,82375 0,80554 0,76914 0,84106 0,88376  32 45 72 87 203 

CURAM 0,65646 0,48172 0,72130 0,65664 0,67239 0,68939 0,84209 0,77753 0,73760 0,82016 0,88788  13 40 55 171 

QUINTAY 0,69062 0,54218 0,74270 0,69448 0,70157 0,69878 0,82946 0,79823 0,76654 0,84166 0,87880 0,93245  27 42 158 

QUIS 0,79021 0,62246 0,82067 0,79982 0,80689 0,83180 0,78782 0,76397 0,84122 0,89698 0,90684 0,90208 0,94489  15 131 

LC 0,82709 0,60879 0,88240 0,83627 0,83240 0,86931 0,75592 0,74721 0,89410 0,91071 0,89308 0,82964 0,86848 0,93657  116 

PICHI 0,76336 0,48153 0,79009 0,73107 0,74701 0,75793 0,85090 0,81967 0,82138 0,80298 0,87310 0,82855 0,87026 0,89918 0,90001  

Tableau 1 : Distances et coefficients de corrélation entre sites. Pour chaque paire de site, le coefficient de corrélation de 
Pearson est indiqué en-dessous de la diagonale (valeurs toutes significativement différentes de zéro, p<0,001) et la distance 
géographique en kilomètres au-dessus de la diagonale (distance en suivant les principales lignes du trait de côte). Abréviation des 
sites et espèces cryptiques de L. nigrescens présentes dans ces sites : voir Chapitre 1, sauf HUEN : Huenteláucen, POSC : Puerto 
Oscuro, QUINTAY : Quintay (* : espèce supposée d’après la localisation géographique : ici espèce AI). 
La couleur indique l’importance du coefficient de corrélation : rouge : ≥ 0,9 ; orange foncé : ≥ 0,8 et < 0,9 ; orange clair : ≥ 0,7 et 
< 0,8 ; jaune : ≥ 0,6 et < 0,7, blanc : < 0,6.  Données de ECIM, PUCCh. 
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Phylogeographic analyses of the 30°S south-east Pacific biogeographic 

transition zone establish the occurrence of a sharp genetic discontinuity in the 
kelp Lessonia nigrescens: vicariance or parapatry? 
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Abstract

A total of nine microsatellite loci were isolated and characterized in the Chilean kelp

Lessonia nigrescens Bory. Using two different enriched libraries, we observed 1–14 alleles

per locus in two samples of 21 kelp individuals each. The observed heterozygosities ranged

from 0.05 to 0.80 and all loci are in Hardy–Weinberg equilibrium for one or both samples.

Seventeen samples collected from different sites showed high allele diversity along the

species distribution. The variation detected at these markers is currently being used for the

study of populations of Lessonia nigrescens at different geographical scales.

Keywords: genetic variability, kelp, Lessonia nigrescens, microsatellite markers
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Lessonia nigrescens Bory is an intertidal kelp inhabiting

the southeast Pacific coasts, from Cape Horn to southern

Peru. It is a keystone species and a bioengineer of the

intertidal communities. In order to establish kelp stocks,

estimate some important demographic parameters and

design effective conservation plans, the study of the

distribution of the genetic diversity became a main concern.

However, the progress of such research was severely

limited by the poor quality and reduced statistical power of

the random amplified polymorphic DNA markers used so

far (Martínez et al. 2003; Faugeron et al. 2005), highlighting

the need for highly polymorphic, codominant and reliable

molecular markers. Microsatellite markers have been

developed in only one kelp species, Laminaria digitata

(Billot et al. 1998), and cross-amplification in different kelp

species within the order Laminariales has been unsuccessful,

in particular with L. nigrescens (Martínez et al. 2005). For

all these reasons, species-specific microsatellites markers

were developed.

We describe here the isolation and characterization of

nine polymorphic microsatellites markers for L. nigrescens

using two enriched libraries. Genomic DNA was extracted

from a bulk of immature and healthy fronds of L. nigrescens
Correspondence: Sylvain Faugeron. 

E-mail: sfaugeron@bio.puc.cl
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using the phenol-chloroform method described by

Sambrook et al. (1989). A first genomic library enriched for

CAn, GAn and CAAn microsatellite motifs was produced

according to the protocol previously described (Billotte

et al. 1999) with the following modifications: total DNA of

L. nigrescens was restricted with the endonuclease RsaI; the

selection of microsatellite sequences was performed using

two biotin-labelled oligoprobes in a mix for simultaneous

selection of CA, GA and CAA repeats, 5′-I*IIIITCTCTCT-

CTCTCTCTC-3′ and 5′-I*IIIITGTGTGTGTGTGTG-3′ where

I* is a biotinylated Inosine. After ligation, transformation

was made in Epicurian XL1-blue Escherichia coli strain. A

total of 192 clones were transferred to microplates contain-

ing 150 µL of LB/Ampicilin solution. Insert sizes were

estimated by agarose gel electrophoresis of insert PCR

products using M13 universal primers. Gels were alkaline

Southern transferred to Hybond N + nylon membrane

(Amersham) and hybridized with a 32P radiolabelled

(GA)15, (GT)15 and (CAA)10 probes. About 71% (136) of the

clones contained a microsatellite region. From these, 42

were correctly sequenced, 17 presented a truly unique

sequence, with motifs longer than 11 bp and flanking

regions longer than 20 bp. Seventeen primer pairs were

designed using Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin

/primer3/primer3_www.cgi). Oligonucleotides were

synthesized with an M-13 tail at the 5′-end of the forward

primers. Of these 17 loci, only six gave reliable amplifica-

tions and five were polymorphic for 17 sampled across

the species’ range, with 5–19 alleles per locus (Table 1).

In order to increase the number of available loci, a second

library was developed by ATG Genetics (Vancouver,

BC, Canada). Template DNA was digested by the restric-

tion enzyme HaeIII and the microsatellite enrichment by

biotin capture of dinucleotide (TCn and GAn) micro-

satellites. The first 36 plasmid clones containing a dinucle-

otide motif were purified and amplified by PCR. Twelve

primer pairs were designed using Primer3 and tested in

our laboratory, of which four gave reliable amplifications

and polymorphic markers with 13–17 alleles per locus

(Table 1).

Table 1 Characteristics of the nine polymorphic microsatellite markers, including their polymorphism in two populations (PAz, Pan de

Azucar, 26°07′S; 70°39′W and LC, Las Cruces, 33°30′S, 71°38′W) and for a sample of individuals from most of the species range (SR). Tm,

annealing temperature; N, number of analysed individuals; NA, number of alleles; **P < 0.01 for significant departures from HWE, tested

after 1000 permutation in Genetix (Belkhir et al. 1996)

Locus

Repeat motif 
(cloned allele) Primer sequence (5′–3′)

Tm 

(°C)

GenBank 
Accession no. Sample N

Size 
range (bp) NA HO/HE

First Library

LESS1T3 (GCA)8 F: CTCTAAACCAATGGGAAACA 55 AY787003 SR 17 106–169 14 —

R: TTTTGGTTCGTCCCTCTC PAz 21 115 1 —

LC 20 106–124 5 0.60/0.53

LESS1D4 (CT)29 F: ACTTTGTGAAGCGGCATA 55 AY787004 SR 17 160–200 11 —

R : CGTGCATCATTATGTGTCC PAz 20 168–200 5 0.40/0.35

LC 21 166–168 2 0.05/0.13

LESS1T9 (AAC)18AAA(AAC)7 F: TATTCATGCCCGCATCTA 55 AY787009 SR 17 221–335 19 —

R: ATTCCCACTACATACCACCA PAz 20 239–263 8 0.80/0.75

LC 20 270–306 7 0.80/0.71

LESS1T11 (CAA)2N29(CAA)7 F: TAGGGCTAGTCGCCCACT 58 AY787011 SR 11 152–164 5 —

R: TAGTTCGTTGGCGTGTGTT PAz 20 158–164 3 0.25/0.37

LC 21 — — —

LESS1D17 (CAA)2AAA(CAA)2N20

(CAA)9A(CAA)2N15

(CAA)5CAG (CAA)5

F: TTGACCACCAAACATGTAAA 55 AY787019 SR 15 281–451 16 —

R: CGATAGATGCTTTGCTCTTC PAz 20 281–317 9 0.75/0.76

LC 21 302 1 —

Second Library

LESS2D1 (TC)5TT(TC)2CC(TC)2

TT(TC)5CC(TC)15

F: TTGTTTCACACCCTGGGATG 54 FJ161703 SR 17 259–317 13 —

R: CGGGGATAGGCGATGTTC PAz 21 259–317 11 0.71/0.78

LC 21 287 1 —

LESS2D22 (GA)14N6(GA)3AA(GA)3 F: TCCGATACGGGAGTCATC 51 FJ161704 SR 17 101–127 13 —

R: AATTTGTTTTCGTCGTTGC PAz 21 105–121 7 0.57/0.63

LC 21 103 1 —

LESS2D25 (GA)28 F: TCCGCAAGGCAAGATTCG 54 FJ161705 SR 17 218–279 17 —

R: GGCGTAGATTTGGTGGGC PAz 21 220–266 14 0.67/0.88**

LC 20 220–256 6 0.45/0.42

LESS2D26 (GA)12AA(GA)5 F: AGACCCTCGCATCACCAC 52 FJ161706 SR 17 126–158 8 —

R: AGCAGTTTTAGACCCATAGC PAz 21 134–138 3 0.50/0.46

LC 21 132–136 3 0.43/0.52

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin./primer3/primer3_www.cgi
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Polymerase chain reaction (PCR) amplification mixtures

(12.5 µL) contained 25 ng of template DNA, 0.2 µm of

each primer (Table 1), 100 µm of each dNTP, 2 mm of

MgCl2, 1.25 µL 10× PCR buffer and 0.5 U Taq DNA

polymerase (Invitrogen). Cycling conditions consisted

of an initial denaturing step of 5 min at 94 °C, followed by

30 cycles of 45 s at 94 °C, 45 s at the specific temperature

(Table 1), 2 min at 72 °C, and a final elongation step at 72 °C

for 5 min. PCR products were run in ABI-PRISM 310

(Perkin Elmer) using 500 ROX Size Standard (Applied

Biosystems) for allele identification with GeneScan (Applied

Biosystems).

Intrapopulation analyses based on 42 individuals from

two different sites separated by approximately 1000 km

revealed 1–14 alleles per locus and population, showing

observed heterozygosities from 0.05 to 0.80 at the polymor-

phic loci. No departure from Hardy–Weinberg equilibrium

was observed in all but one case (Table 1), based on permu-

tation tests implemented in Genetix software (Belkhir et al.

1996). However, several loci showed a pattern of diversity

dependent of the geographical origin of the samples:

LESS1T11 could not amplify samples from sites located at

the south of 30°S, while LESS1D17, LESS2D1 and LESS2D22

were monomorphic in Las Cruces, also located south of

30°S. Finally, linkage equilibrium was rejected for only 2

out of 72 comparisons after Bonferroni correction (Rice

1989), indicating that each loci could be considered as

independent markers. These preliminary results indicate

that those loci will be useful for investigating the population

genetic structure of L. nigrescens.

Acknowledgements

The present study is a joint effort under the framework of the

LIA-DIAMS. It was supported by FONDECYT Grant 1060493.

This work was also carried out as part of ECOS-CONICYT C02B02,

FONDAP-FONDECYT 1501-0001 Program 7; Financiamiento

Basal Contrato PFB 023 Conicyt Chile and Contrato ICM-P05-002.

We thank Claire Daguin for thorough help in primer design and

polymorphism assessment of loci from the second bank.

References

Belkhir K, Borsa P, Chikhi L, Raufaste N, Bonhomme F (1996)

Genetix 4.05, Logiciel sous Windows pour la Génétique des Populations.

Laboratoire Génome, Populations, Interactions, CNRS UMR

5000, Université de Montpellier II, Montpellier, France.

Billot C, Rousvoal S, Estoup A et al. (1998) Isolation and character-

ization of microsatellite markers in the nuclear genome of

the brown alga Laminaria digitata (Phaeophyceae). Molecular

Ecology, 7, 1778–1780.

Billotte N, Lagoda P, Risterucci AM, Baurens FC (1999)

Microsatellite-enriched libraries: applied methodology for the

development of SSR markers in tropical crops. Fruits, 54, 277–288.

Faugeron S, Martínez EA, Correa JA, Billot C (2005) Long-term

copper mine waste disposal in northern Chile associated with

gene flow disruption of the intertidal kelp Lessonia nigrescens.

Marine Ecology Progress Series, 288, 129–140.

Martínez EA, Cárdenas L, Figueroa C, Vidal RU, Billot C (2005)

Microsatellites of Laminaria digitata tested in Lessonia nigrescens:

evaluation and improvement of cross amplification between

kelps of two different families. Journal of Applied Phycology, 17,

245–253.

Martínez EA, Cárdenas L, Pinto R (2003) Recovery and genetic

diversity in the intertidal kelp Lessonia nigrescens 20 years after

El Niño 1982/83. Journal of Phycology, 39, 504–508.

Rice WR (1989) Analyzing tables of statistical test. Evolution, 43,

223–225.

Sambrook J, Fristch EF, Maniatis T (1989) Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, 2nd edn. Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, New York.

doi:  10.1111/j.1755-0998.2009.02523.x

Published 2009. This article is a US Government work and is in the 

public domain in the USA.

Isolation and characterization of microsatellite loci 
in western North American Anodonta species
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Abstract

We have developed and characterized 13 microsatellite loci from a group of Anodonta species

in western North America, and demonstrated their utility in populations representing two

major clades in this genus. Allelic diversity and polymorphic information content were

high for all loci, although these characteristics varied across populations. Deviations from

Hardy–Weinberg genotypic ratios were not detected, although the estimated frequency of





Estudio de los procesos de especiación asociados a una zona de transición biogeográfica: ejemplo 
del alga parda Lessonia nigrescens. 

Resumen:  
El entendimiento de los mecanismos que limitan el área de distribución natural de las especies es un 
desafío mayor en biodiversidad, porque se inscribe en la descripción de los cambios ambientales y en 
el análisis de su evolución. Utilizando una combinación de aproximaciones tanto ecológicas como 
genéticas, esta tesis tuvo como objetivo entender los mecanismos responsables del origen de la 
distribución de la diversidad genética, y los que contribuyen a su mantención en el alga parda Lessonia 
nigrescens. Esta gran alga parda forma verdaderos bosques y domina el intermareal rocoso a lo largo 
de la costa chilena. El primer objetivo de esta tesis fue el estudio de la filogeografía de esta especie, y 
la comparación con la especie filogenéticamente más cercana, pero presente en el submareal, Lessonia 
trabeculata. A través de una aproximación que utilizó marcadores provenientes de cada uno de los 
compartimentos genómicos, se puso en evidencia una concordancia entre la zona de transicion 
biogeográfica descrita a los 30°S y una discontinuidad genética mayor en L. nigrescens, mientras que 
L. trabeculata no mostró estructuración genética alguna. La combinación de la aproximación 
filogeográfica con la genética de poblaciones permitieron demostrar que los dos linajes descritos para 
L. nigrescens constituyen especies cripticas, aislados reproductivamente y que, aunque tengan áreas de 
distribución que se sobreponen, nunca se encuentran en simpatría. Para entender mejor los procesos 
que actúan en la zona de contacto, experimentos de transplantes recíprocos y de respuesta a la 
temperatura fueron realizados. Los resultados mostraron que la distribución de estas especies cripticas 
en la costa chilena está sin duda determinada por el efecto de factores ambientales. No obstante, la 
ausencia de simpatría a escala local no puede explicarse sin invocar mecanismos ligados al aislamiento 
reproductivo y/o a una interacción competitiva entre ambas especies. Este trabajo de tesis constituye 
un avance importante en la comprensión de los procesos de especiación en Laminariales, organismos 
poco estudiados. Además, la presencia de especies cripticas que tienen nichos ecológicos distintos 
tiene consecuencias directas sobre la gestión del recurso natural. En particular, la especie presente al 
norte de los 30°S (especie PP) parecería estar en gran peligro de extinción, debido a las importantes 
pertubaciones antrópicas y naturales que la afectan. 
 
Palabras claves: aislamiento reproductivo, algas, divergencia adaptativa, especiación, filogeografía, 
Laminariales. 
 
 
 



Study of speciation processes associated with a biogeographic transition zone: example of the 
brown alga Lessonia nigrescens. 

Abstract: 
Understanding the mechanisms that limit the natural range of species distribution is a major challenge in 
biodiversity, because it falls within the description of global change and the analysis of its evolution. Using 
a combination of both ecological and genetic approaches, this thesis aimed to understand the mechanisms 
responsible for the origin of the distribution of genetic diversity, and those that contribute to their 
maintenance in the brown algae Lessonia nigrescens. This large brown alga (kelp) forms veritable forests 
and dominates the intertidal rocky shore along the Chilean coast. The first objective of this thesis was to 
study the phylogeography of this species, and compared it with that of the phylogenetically closest species, 
Lessonia trabeculata, which is present at the subtidal level. Through an approach that used markers from 
each of the genomic compartment, it has been revealed a concordance between the biogeographic transition 
zone described at 30°S and a major discontinuity in L. nigrescens, whereas L. trabeculata did not show 
such any genetic structuring. The combination of the phylogeographic approach with population genetics 
have shown that the two lineages described in L. nigrescens constitute cryptic species, reproductively 
isolated and, although have overlapping distribution ranges, they are never observed in sympatry. In order 
to better understand the processes acting in the contact zone, reciprocal transplants and response to 
temperature experiments were made. The results show that the distribution of these cryptic species along 
the Chilean coast is undoubtedly under the effect of some environmental factors. However, the absence of 
sympatry at a local scale cannot be explained without including mechanisms linked to reproductive 
isolation and/or a competitive interaction between both species. Moreover, the presence of cryptic species 
having distinct ecological niches has a direct consequence on the management of the natural resource. 
Particularly, the species distributed northern of the 30°S (PP species) seems to have a high risk of 
extinction, because of the important anthropic and natural perturbations at which it is exposed. 
 
Key words: reproductive isolation, algae, adaptive divergence, speciation, phylogeography, Laminariales. 
 

Etude des processus de spéciation associés à une zone de transition biogéographique : exemple de 
l'algue brune Lessonia nigrescens. 

Résumé : 
La compréhension des mécanismes limitant l'aire de distribution naturelle des espèces est un enjeu majeur 
en biodiversité car elle s'inscrit dans la description des changements environnementaux et l'analyse de leur 
évolution. En utilisant une combinaison d'approches à la fois écologiques et génétiques, cette thèse a eu 
pour objectif de comprendre quels sont les mécanismes qui sont à l'origine de la distribution de la diversité 
génétique et ceux qui contribuent à son maintien chez l’algue brune Lessonia nigrescens. Cette grande 
algue brune forme de véritables forêts et domine l'étage intertidal rocheux le long des côtes chiliennes. Le 
premier objectif de cette thèse a été d'étudier la phylogéographie de cette espèce, et de comparer avec 
l'espèce phylogénétiquement proche mais présente sur l'étage subtidal, Lessonia trabeculata. Avec une 
approche utilisant des marqueurs issus de chacun des compartiments génomiques, il a été mis en évidence 
une concordance entre la zone de transition biogéographique décrite à 30°S et une discontinuité génétique 
majeure chez L. nigrescens, tandis que L. trabeculata ne montre pas de structuration génétique. La 
combinaison de l'approche de phylogéographie avec la génétique des populations a permis de montrer que 
les deux lignées décrites au sein de L. nigrescens constituent des espèces cryptiques qui sont isolées 
reproductivement et qui, bien qu'elles aient des aires de distribution chevauchantes, ne sont jamais 
observées en sympatrie. Afin de mieux comprendre les processus agissant dans la zone de contact, des 
expériences de transplantations réciproques et de réponse à la température ont été menées. Les résultats 
montrent que la distribution de ces deux espèces cryptiques le long des côtes chiliennes est sans doute sous 
l'effet de certains facteurs environnementaux, Cependant, l'absence de sympatrie à l'échelle locale ne peut 
pas s'expliquer sans invoquer des mécanismes liés à l'isolement reproducteur et/ou à une interaction 
compétitive entre espèces. Ces travaux de thèse constituent une avancée importante dans la compréhension 
des processus de spéciation chez les Laminariales, organismes peu étudiés. De plus, la présence d’espèces 
cryptiques ayant des niches écologiques distinctes a des conséquences directes sur la gestion de la ressource 
naturelle. En particulier, l’espèce présente au nord de 30°S (espèce PP) semblerait courir un risque 
d’extinction important, car soumise à des perturbations anthropiques et naturelles importantes. 
 
Mots clés : isolement reproducteur, algues, divergence adaptative, spéciation, phylogéographie, 
Laminariales. 
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