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Diversités génétiques chez l’holobiote Anemonia viridis 

 
Qu’est-ce qu’un individu ? Cette question est un prérequis pour toutes les 

études en génétique des populations et en biologie évolutive, mais elle est loin 

d’être naïve dès que l’on prend en compte les relations symbiotiques. Les 

interactions entre un hôte et ses micro-organismes symbiotiques peuvent 

conditionner le développement, la reproduction, les capacités adaptatives de 

l’holobiote qu’ils constituent et donc la trajectoire évolutive de l’espèce. 

Comprendre ces interactions, c’est appréhender la complexité des interactions 

symbiotiques et donc caractériser ces différents partenaires et élucider 

l’implication de chaque partenaire dans le fonctionnement de l’holobiote. Chez 

les Cnidaires, comme l’anémone de mer Anemonia viridis, les hôtes animaux 

peuvent établir une symbiose mutualiste avec des Dinoflagellés 

photosynthétiques de la famille des Symbiodiniacées (avec un seul clade de 

Symbiodiniacées pour A. viridis). Cette anémone de mer tempérée présente 

différents morphes caractérisés par la couleur des tentacules. Afin de 

comprendre la nature de cette diversité phénotypique et mesurer la diversité 

symbiotique associée chez A. viridis, nous avons génotypé des anémones de 

Manche et de Méditerranée à l’aide de séquençage RAD (pour l’hôte animal) et 

de marqueurs ciblés, ITS2 et microsatellites (pour les symbiotes). Nos études 

ont permis de mettre en évidence l’existence de plusieurs lignées génétiques 

différenciées en sympatrie chez l’hôte animal, mais qui ne sont pas congruentes 

avec la différencitation morphologique. La composition des populations de 

symbiotes in hospite quant à elle n’est pas corrélée avec ces lignées hôtes mais 

structurées par l’origine géographique des anémones. Ces résultats révèlent 

qu’A. viridis telle que décrite à l’heure actuelle correspond un complexe 

d’espèces qui, en plus d’hériter verticalement leurs symbiotes, semblent 

capables également de les acquérir horizontalement. Cette symbiose dynamique 

implique que la sélection puisse agir indépendamment aussi bien sur la 

composition symbiotique que sur l’hôte; et fait d’A. viridis un excellent modèle 

pour comprendre les capacités adaptatives d’un holobiote. 

 
Mots clés : Symbiose mutualiste, Holobiote, Différenciation morphologique, 
Diversité génétique, Acquisition des symbiotes, Clonalité, Complexe d’espèces 
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Genetic diversities in Anemonia viridis holobiont 

 
What is an individual ? This apparently naive question is actually the first step 

of studies of population genetics and evolutionary biology, but is non-trivial in 

symbiotic organisms. The interaction among a host and its symbiotic micro-

organisms can influence the development, the reproduction and the adaptative 

capacities of the holobiont and the evolutive trajectories of species. If we want 

to understand these interactions, we have to decipher the complexity of 

symbiotic interactions by characterizing the different partners and to measure 

the role of each partner in the proper functioning of the holobiont. In Anemonia 

viridis (as in many other Cnidarians), the animal hosts can live in mutualistic 

symbiosis with photosynthetic Dinoflagellates belonging to the 

Symbiodiniaceae family (with one Symbiodiniaceae clade for A. viridis). This 

anemone displays different colour morphs. To understand the origin of the 

phenotypic diversity but also to measure the associated symbiotic diversity, we 

genotyped sea anemones from English Channel and Mediterranean Sea with 

RAD sequencing (for the animal host) and targeted markers, the ITS2 and 

microsatellite markers (for the symbionts). Our studies revealed several 

sympatric host genetic lineages which were not congruent with the 

morphological differentiation. In addition, the symbiotic diversity was not 

correlated with host genetic lineages but with the sampling location of sea 

anemones. These results revealed that A. viridis is actually a species complex 

with both intergenerational vertical transmission and probably an additional 

horizontal acquisition of Symbiodiniaceae. Because A. viridis shows a dynamic 

symbiosis, selection can act independently on both the symbiotic composition 

and the host. This makes A. viridis an interesting laboratory model to 

understand adaptative capacities in an holobiont. 

 
Keywords : Mutalistic symbiosis, Holobiont, Morphological differentiation, 
Genetic Diversity, Symbiont acquisition, Clonality, Species complex 
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I. L’holobiote, une unité évolutive composite 

I.1. De l’individu à l’holobiote 

Qu’est-ce qu’un individu ? Étymologiquement, c’est une entité indivisible (du latin individuum), 

et une des définitions du dictionnaire Larousse est : « un être vivant […] distinct et délimité ». 

Dans ce même dictionnaire, une autre définition propose « être […], personne par opposition 

au groupe […] ». Un individu devrait donc être une unité clairement reconnaissable et 

identifiable dans une population. D’un point de vue anatomique, Gilbert (2012) définit 

l’individu comme un ‘tout structuré’, ce qui est une définition classique de l’individu, celle que 

l’on trouve dans le dictionnaire. Pourtant en y regardant de plus près, la plupart des 

« individus » résultent de l’association et de l’interaction entre des organismes différents et bien 

souvent phylogénétiquement éloignés. Un exemple particulièrement proche : que serions-nous 

sans notre flore bactérienne (comprenant plus d’une centaine d’espèces de bactéries présentes 

de façon pérenne, Qin et al. 2010) ? Probablement peu de choses compte tenu de son rôle dans 

notre nutrition et nos défenses immunitaires (Singh et al. 2013) ou notre comportement (Cryan 

& Dinan 2012). Si bien qu’il est parfois difficile de définir les « véritables » limites de ce qu’est 

un individu et de ce qui le compose. 

Pour mieux décrire et comprendre cette complexité, l’organisme symbiotique a été qualifié 

d’holobiote ou holobionte (forme francisée de l’anglais holobiont). Utilisé dès les années 1970 

pour décrire les lichens (association entre un champignon et une algue) (Scott 1973), la 

définition du terme est souvent attribuée à Lynn Margulis, qui présente l’holobiote comme 

l’association des différents biotes (organismes d’espèces différentes) (Margulis & Fester 1991). 

La notion d’holobiote repopularisée plus récemment par Rohwer et al. (2002) puis Rosenberg 

et al. (2007), permet de réconcilier la définition de l’individu avec l’unité biologique que 

représentent des organismes qui interagissent. 
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On peut alors subdiviser l’holobiote, selon les besoins de précision, en désignant l’organisme 

le plus grand de l’interaction comme l’hôte et le ou les organismes plus petits comme des 

symbiotes vivant sur (ectosymbiotes) ou dans (mésosymbiotes et endosymbiotes) l’organisme 

hôte (Figure I.1-1). Dans l’exemple d’holobiote précédant, humain-flore bactérienne, l’humain 

est l’hôte et la flore-bactérienne mais aussi, plus généralement, tous les microorganismes 

associés sont des symbiotes. 

I.1.1. Les interactions interspécifiques au sein d’un holobiote 

La plupart des organismes vivants sont donc des associations plus ou moins intimes 

d’organismes de différentes espèces : ce que Anton De Bary définit par le terme symbiose (σύν: 

ensemble et βίος: vie; 1879; traduit en anglais par Oulhen et al. 2016). En français le terme de 

symbiose a une connotation positive, et sous-entend que les différents partenaires tirent des 

bénéfices de leur association. Selon la définition originale, le terme symbiose (comme définie 

par les anglosaxons) peut englober toutes les interactions entre organismes de différentes 

espèces, du moment qu’elle se mantient dans le temps. En ce sens, la symbiose correspond à 

un continuum d’interactions se répartissant entre deux extrêmes : d’un côté les symbioses 

Figure I.1-1. Schéma d’un holobiote. 

La localisation possible des différents symbiotes (en vert) dans leur hôte (en jaune) est utilisée pour 

caractériser les symbiotes et par extension les interactions : (1) Les ectosymbiotes sont localisés à la surface 

de l’organisme hôte, par opposition aux endosymbiotes extracellulaires présents entre les cellules de l’hôte 

ou intracellulaires trouvés dans le cytoplasme des cellules de leur hôte (2), mais également des 

mésosymbiotes localisés dans des compartiments dédiés (3). 

(Schéma librement inspiré de Duperron 2017). 
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antagonistes dans lesquels les différents partenaires ont des « intérêts » incompatibles (Dawkins 

& Krebs 1979), et de l’autre des symbioses non-antagonistes dans lesquelles les partenaires 

auraient des intérêts mutuels à vivre associés. L’ensemble des interactions entrant dans cette 

définition de la symbiose recouvre trois grandes catégories d’interactions, du parasitisme au 

mutualisme en passant par le commensalisme (Figure I.1-2), avec différents niveaux de coûts 

ou de bénéfices pour les partenaires en fonction d’où on se place dans ce continuum 

symbiotique. 

 

La différence entre symbiose antagoniste et non-antagoniste se fait en évaluant l’effet des 

partenaires en association sur leur fitness ou valeur sélective (i.e. le nombre de descendants), 

parfois estimée par leur taux de survie ou leur taux de croissance. On peut rapporter comme 

symbiose antagoniste le cas du parasitisme, où le symbiote (ici on parlera de parasite) se 

développe au détriment de l’organisme hôte. Il y a dans ce cas un avantage clair pour le parasite 

qui va pouvoir se développer et un coût pour l’hôte qui sera affaibli et verra ses ressources 

ponctionnées par le parasite… Mais l’hôte peut aussi exploiter ses symbiotes. Chez les lichens, 

organisme résultant de la symbiose entre un champignon et une algue, Richardson (1999) 

envisage l’extrême contrôle par le champignon de l’accès à l’eau et aux nutriments de l’algue 

et donc de son développement et de sa prolifération, comme un esclavagisme des symbiotes 

Figure I.1-2. Continuum des interactions inter-espèces en considérant les effets de l’association sur les 

fitness des deux partenaires 

En haut l’effet de l’espèce 1 sur la fitness de l’espèce 2, en bas effet de l’espèce 2 sur la fitness de l’espèce 1. 

(D’après Bronstein 1994) 
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photosynthétiques par leur hôte. En plus de cela, une fois la symbiose établie, le symbiote 

photosynthétique, aussi appelé photobiote, est piégé et son devenir dépendra de la survie du 

lichen, alors que le champignon est susceptible d’acquérir un nouveau photobiote au cours d’un 

évènement de reproduction sexuée (le développement du champignon se faisant à partir de 

spores dépourvus de symbiotes) (Hill 2009). 

A l’autre extrême du continuum d’interactions interspécifiques, on trouve les symbioses non-

antagonistes comprenant notamment les symbioses mutualistes. Dans ces interactions, les 

différents partenaires tirent profit de l’association et se développent donc mieux en vivant 

ensemble que séparément. Par cette définition, la symbiose mutualiste (ou simplement le 

mutualisme) correspond davantage à la définition francophone de la symbiose. Nous le verrons 

plus tard, les interactions mutualistes ne sont pourtant pas nécessairement avantageuses pour 

les différents partenaires dans l’absolu. Il s’agit plutôt d’un équilibre en faveur de l’association, 

en tenant compte des relations (avantageuses ou désavantageuses) entre les différents 

partenaires, dans un contexte donné (van Baalen & Jansen 2001). 

I.1.1. Délimitation d’un individu symbiotique 

Dans le cadre du mutualisme, il a été proposé une corrélation entre l’augmentation de la fitness 

et le niveau d’intégration du symbiote dans l’organisme hôte. Les symbiotes ne sont plus 

seulement en contact ou « posés » sur l’hôte, on les retrouve souvent dans des structures dédiées 

ou à l’intérieur même des cellules de l’hôte (symbiose intracellulaire ou endocytobiose), et plus 

la fitness de l’hôte s’en trouve améliorée plus les symbiotes sont intégrés dans l’organisme de 

l’hôte (Nardon & Grenier 1993). Associé au niveau d’intégration, il a aussi été proposé une 

corrélation avec le type de transmission des symbiotes : d’une acquisition horizontale à partir 

du milieu, plus fréquente chez des parasites, à une transmission verticale des parents aux 

descendants pour des symbiotes mutualistes. Une transmission verticale assure que tous les 

membres d’une population ou d’une espèce possèdent les symbiotes, alors que l’efficacité d’une 
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transmission horizontale est dépendante de la densité d’hôte, moins il y aura d’individus plus 

la probabilité de transmission sera faible et vice versa (Nardon & Grenier 1993; Ebert 2013). A 

cette conception de la forte intégration des symbiotes dans un cas de mutualisme, on peut 

opposer des exemples de symbiotes mutualistes, comme la flore bactérienne présente à la 

surface de notre peau, qui ne sont pourtant pas « intégrés » à l’intérieur notre organisme. D’un 

autre côté, nous pouvons prendre comme exemple le cas de Wolbachia, un endoparasite 

intracellulaire de certains arthropodes comme les drosophiles, qui est en plus transmis 

majoritairement de façon verticale (Werren et al. 2008). Il n’en demeure pas moins que cette 

illustration du mutualisme met en évidence la difficulté (i) de proposer des définitions simples 

et (ii) de caractériser des relations symbiotiques et d’y différencier hôte, symbiotes et parasites. 

Un moyen de remédier à cela est de considérer l’holobiote comme un système dynamique où 

les symbiotes acquis de façon horizontale contribuent de façon transitoire au phénotype de 

l’individu symbiotique et donc à sa caractérisation. Pour tenter de poser la définition et la limite 

d’un holobiote, Gilbert et al. (2012) concluent leur revue sur le fait de considérer ‘le système 

immunitaire […] comme un gendarme permettant de maintenir les cellules animales [disons 

plus généralement hôtes] et les cellules microbiennes ensemble’ (Gilbert et al. 2012). Ils 

poursuivent en précisant que ‘ceux qui obéissent au système immunitaire deviennent résidants 

de l’holobiote’ les autres étant alors pathogènes (si l’on considère les symbiotes). C’est donc 

l’ensemble du système symbiotique que l’on peut considérer comme un individu fonctionnel, 

la reconnaissance des parties de ce système entre elles se mettant nécessairement en place dans 

un processus de coévolution. 
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I.2. La symbiose comme moteur de l’évolution 

I.2.1. De l’antagonisme au mutualisme 

L’interaction fréquente entre différents organismes conduit généralement à une modulation des 

réponses de ces organismes, les uns en fonction des autres. Dans les cas de prédation, ou de 

parasitisme, seuls les proies ou les hôtes les plus rapides, les mieux camouflés, les plus résistants, 

survivent aux prédateurs/parasites. Cela octroie une « période de grâce » à l’espèce 

prédatée/parasitée (Dawkins & Krebs 1979). Dans ces nouvelles conditions, ce sont les 

prédateurs/parasites les plus efficaces qui sont en mesure de passer outre les défenses de leurs 

proies et qui prolifèrent. Cette sélection réciproque, un peu à la manière d’un ping-pong évolutif 

entre espèces, a été décrite comme une course à l’armement par Dawkins et Krebs (1979), peu 

après la généralisation de ce phénomène sous le nom d’hypothèse de la Reine Rouge (Van Valen 

1973) qui énonce la nécessité de constamment courir (évoluer) dans un environnement 

changeant pour finalement rester sur place (survivre). On peut citer comme exemple, des 

bactéries cultivées en présence d’un bactériophage sur plusieurs générations. En congelant les 

deux partenaires séparément à chaque génération, il est alors possible de mettre en présence un 

bactériophage d’une génération G avec des bactéries de génération G-1 ou G+1, et la bactérie 

d’une génération G avec des bactériophages de génération G-1 ou G+1. Il a été ainsi possible 

de visualiser la course aux armements et son effet sur la proportion de bactéries résistantes au 

bactériophage de différentes « époques » : les bactéries résistant mieux face à un bactériophage 

rencontré à la génération précédente, qu’à un phage contemporain ou qu’à un phage « du futur » 

(Buckling et al. 2006). 

Pourtant l’emballement de la course à l’armement n’est pas inéluctable et la distinction entre 

symbiose antagoniste et symbiose mutualiste est moins manichéenne qu’il n’y paraît. Est-il 

possible qu’une telle course s’arrête ? Est-il possible que les « intérêts » des différentes espèces 

ne s’excluent pas mutuellement (i.e. la survie de l’un au détriment du bon développement de 
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l’autre partenaire) mais au contraire soient partagés ? Comme en écologie, ‘la première règle 

pourrait être : ça dépend’ (Perlman 2007; Daskin & Alford 2012). Et ceci est envisageable si 

l’hôte et les symbiotes utilisent des ressources différentes (Bronstein 1994), et dans la mesure 

où l’accès aux ressources est facilité grâce à l’association des partenaires. On peut alors aboutir 

à des symbioses mutualistes, parfois définies comme des exploitations mutuelles. Il s’agit en 

fait souvent d’un mélange entre conflit et intérêts communs (van Baalen & Jansen 2001). Pour 

reprendre l’exemple de la bactérie et du phage, certains phages possèdent des gènes de 

résistance aux antibiotiques qui peuvent donc conférer également à l’hôte bactérien cette 

résistance (Stewart & Levin 1984). En fonction du contexte, ici la présence ou l’absence 

d’antibiotiques, la présence de phage sera avantageuse pour la bactérie ou au contraire 

fortement délétère. 

I.2.2. Evolution d’un holobiote 

D’un point de vue évolutif, Lynn Margulis utilisait deux équations pour illustrer ce qu’elle 

considérait qu’une symbiose mutualiste implique pour l’holobiote (cf. Duperron 2017) : 

1 + 1 = 1 & 1 + 1 > 2 

I.2.2.1. « 1 + 1 = 1 » 

Cette équation évoque l’idée que les différentes espèces impliquées dans une symbiose peuvent 

être considérées comme un tout, le système symbiotique, précédemment défini comme 

l’holobiote. Si il manque des éléments, le système fonctionne moins efficacement ou cesse de 

fonctionner : chez les pucerons, la suppression de leur symbiote Buchnera ralentit la croissance 

des insectes et empêche leur reproduction (Baumann et al. 1995). De façon similaire, Buchnera 

est incapable de se développer en dehors de son hôte. D’un point de vue évolutif, l’équation 

renvoie également aux génomes présents dans l’holobiote. Des parties de génomes de l’hôte et 

du symbiote peuvent fonctionner de concert et, dans le cas d’interactions répétées, peuvent 

même co-évoluer (Figure I.2-1). Le terme d’hologénome a ainsi été proposé pour désigner 
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l’interaction génomique entre un génome hôte et plusieurs génomes symbiotiques (Rosenberg 

et al. 2007; Zilber-Rosenberg & Rosenberg 2008; Rosenberg & Zilber-Rosenberg 2011; Theis 

et al. 2016). Cela implique que pour caractériser génétiquement un holobiote, il faudrait avoir 

une approche métagénomique pour étudier tout ADN présent dans l’holobiote. 

 

 

Caractériser indépendamment chacun des acteurs d’une symbiose mutualiste peut, certes, 

sembler plus simple, mais ne permet que rarement d’appréhender le fonctionnement des 

holobiotes. Rohwer et al. (2002) dans le cadre de l’étude de coraux symbiotiques, insistent sur 

l’importance de ne pas seulement considérer le symbiote primaire, (ici un Dinoflagellé 

photosynthétique) mais également le cortège de micro-organismes associés, pour expliquer le 

fonctionnement d’une colonie coralienne (Figure I.2-2). On a donc « 1 + x = 1 ». 

Figure I.2-1 : Illustration du concept d’hologénome 

L’hologénome correspond à l’ensemble des génomes présents dans un holobiote. Seule une partie des gènes 

de l’hôte comme des symbiotes intervient dans le phénotype de l’holobiote (en rouge et bleu) et une 

proportion plus faible encore résulte d’une coévolution (en bleu) entre les différents partenaires associés. 

(Theis et al. 2016) 
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I.2.2.2.  « 1 + 1 > 2 » 

Cette deuxième équation met en avant les différences phénotypiques induites par la symbiose : 

des modifications morphologiques externes (changement de couleur), internes (développement 

de nouveaux organes ou de compartiments spécifiques), et même de nouvelles capacités 

métaboliques. L’apparition de ces capacités nouvelles, aussi appelées capacités émergentes, à 

l’échelle de l’holobiote est à la base du concept de symbiogénèse (Merezhkowsky 1909). 

Parmi les plus anciennes capacités acquises grâce à la symbiose, on trouve la respiration 

cellulaire (et la production d’energie) et la photosynthèse. Deux unicellulaires piégés par leur 

hôte sont ainsi progressivement devenus des organelles et ont, par là même, contribué à la 

diversification du vivant (Figure I.2-3). Une protéobactérie, dont les déchets métaboliques 

auraient servi de nutriments aux organismes l’ayant acquise il y a 2 milliards d’années, est 

devenue la mitochondrie des Eucaryotes. Une cyanobactérie, permettant quant à elle à son hôte 

de réaliser la photosynthèse, est devenue un premier exemple de chloroplaste il y a 1 à 1,5 

milliards d’années (Rand et al. 2004; Timmis et al. 2004; López-García et al. 2017). 

Figure I.2-2 : Schéma d’un holobiote corallien 

comprenant l’hôte animal (coral), le symbiote photosynthétique (zoox) et le cortège de procaryotes 

(microbiota) ainsi que ce que les auteurs appellent ‘unknown components that have yet to be studied’ 

(Rohwer et al. 2002) 
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La mise en place de symbioses mutualistes, et la symbiogénèse qui en résulte, implique une 

coadaptation des différents partenaires associés. Dans le cas d’endosymbioses, il est souvent 

observé une forte réduction du génome des symbiotes et des transferts de gènes vers le génome 

de l’hôte. Ces transferts de gènes permettent à l’holobiote de continuer à fonctionner tout en 

facilitant le développement des symbiotes, qui n’ont alors qu’un petit génome à répliquer. Il 

permet également de centraliser une grande partie des gènes indispensables aux symbiotes dans 

le noyau de la cellule hôte. Ce « traquenard » évolutif piège les symbiotes dans une relation 

mutualiste devenue obligatoire (Rand et al. 2004). C’est ce qui est par exemple observé chez 

Buchnera qui vit en symbiose depuis environ 180 millions d’années (Moran et al. 2008) avec 

des pucerons et dont le génome fait entre 590 et 640kb (Moran & Bennett 2014) au contraire 

des 1Mb observé chez les bactéries les plus proches. En 2014, les génomes répertoriés de moins 

de 500kb appartenaient tous à des symbiotes obligatoires (Moran & Bennett 2014). 

Dans le cas de symbioses mutualistes plus récentes, où il est encore possible de différencier les 

symbiotes de leur hôte, la nutrition semble être une des fonctions clef pour laquelle l’association 

a conféré à l’holobiote une grande variété de capacités. Parmi elle, la digestion (de bois par 

exemple chez les insectes xylophages), la complémentation (en acides aminés fournis par des 

bactéries comme Buchnera aux insectes piqueurs se nourrissant de sève), l’assimilation de 

l’azote (particulièrement étudiée dans la symbiose Rhizobium et légumineuses) ou encore la 

capacité à devenir en partie autotrophe (capable de fixer et métaboliser du carbone inorganique). 

Cette dernière capacité est retrouvée dans les symbioses dites chimiosynthétiques et 

photosynthétiques. Les premières impliquent des symbiotes capables par des réactions 

d’oxydoréduction de transformer des composés chimiques à base de soufre (comme le sulfure 

d’hydrogène) ou de carbone (comme le méthane) en source d’énergie pour produire des sucres. 

Cela a permis aux holobiotes, contenant ces symbiotes, tels que les Bathymodioles associées à 

des bactéries méthanotrophes et sulfo-oxydantes de coloniser les fond marins abyssaux 

(Duperron et al. 2016). Concernant les symbioses photosynthétiques, on peut noter le seul 
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exemple connu de symbiose intracellulaire mutualiste chez un Vertébré, à savoir l’association 

entre un Chlorophyte et la salamandre Ambystoma maculatum (Kerney et al. 2011) : l’algue du 

genre Oophila est présente dans l’œuf, dans les tissus de l’embryon puis au stade adulte dans le 

tractus génital (supposant une transmission verticale de l’algue). La présence des algues assure 

aux embryons un apport en oxygène, un meilleur développement et une probabilité de survie 

plus élevée, en échange des déchets métaboliques de leur hôte. A l’inverse, il existe une 

multitude d’exemples de symbioses photo-autotrophes chez les Invertébrés (Figure I.2-4). De 

manière impressionnante, la diversité des holobiotes photosynthétiques se distingue non 

seulement en termes d’hôtes invertébrés possibles que de symbiotes photosynthétiques capables 

d’établir des symbioses. 

 

 

  

Figure I.2-4. Diversité des symbiotes photosynthétiques trouvés dans les différents embranchements 

animaux 

(Clavijo et al. 2018) 
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I.3. Un holobiote « devenu » autotrophe : la symbiose Cnidaire – 

Dinoflagellés 

I.3.1. Les Cnidaires symbiotiques 

Un exemple particulièrement répandu de l’émergence de nouvelles capacités dues à une relation 

mutualiste est l’acquisition de la photo-autotrophie chez certains Cnidaires, obtenue en 

s’associant durablement avec des symbiotes photosynthétiques. 

 

Figure I.3-1. Phylogénie des Cnidaires 

Les pourcentages indiquent la proportion d’espèces de chaque classe trouvées en symbiose (Symbiosis) avec 

une phase méduse (Medusa) ou une phase polype (Polyp) sur 72 espèces de Cnidaires (Kayal et al. 2018). 

Les lettres en exposant indiquent quels symbiotes photosynthétiques sont préférentiellement associés aux 

classes de Cnidaires : D – Dinoflagellés, C – Chlorophytes. (Modifiée d’après Bosch et al. 2017; et Technau 

and Schwaiger 2015; voir pour revue des symbiotes majoritaires Clavijo et al. 2018) 
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Les Cnidaires regroupent des organismes diploblastiques aquatiques (marins ou dulcicoles) 

répartis en cinq grandes classes (Figure I.3-1). Les Anthozoaires, qui n’existant que sous la 

forme polype (Figure I.3-2), regroupent les anémones de mer, les coraux, les gorgones et les 

cérianthes. Les quatre autres classes alternent une phase polype et une phase méduse. On 

retrouve les Staurozoaires (organismes benthiques au stade adulte), les Cubozoaires et les 

Scyphozoaires (à phase méduse majoritaire) qui regroupent la plupart des organismes que l’on 

appelle couramment méduses (les Scyphozoaires sont également appelés « vraies méduses »). 

Mais aussi les Hydozoaires (à phase polype majoritaire) dont les représentants sont appelés 

hydres et sont majoritairement dulcicoles. 

 

 

Certains de ces organismes vivent associés à des endosymbiotes unicellulaires 

photosynthétiques intracellulaires comme les Chlorophytes du genre Chlorella et les 

Dinoflagellés de la famille des Symbiodiniacées (aussi appelés zooxanthelles, ζῷον : animal – 

identification erronée du type d’organisme et ξανθός : jaune/blond) (Figure I.3-1). 

  

Figure I.3-2 : Plan d’organisation des deux morphologies/formes trouvées chez les Cnidaires 

A gauche la forme polype fixée au substrat et donc benthique, à droite la forme méduse évoluant 

dans la colonne d’eau et donc pélagique planctonique. 

https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%B6%E1%BF%B7%CE%BF%CE%BD
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BE%CE%B1%CE%BD%CE%B8%CF%8C%CF%82


L’holobiote, une unité évolutive composite 

 17 

I.3.2. Les Symbiodiniacées symbiotiques 

L’ancêtre commun des Symbiodiniacées avait été précédemment daté de la fin du Paléocène 

début de l’Eocène, il y environ 65 à 45 millions d’années (début du Paléogène) (Tchernov et al. 

2004; Pochon et al. 2006). En utilisant un ensemble représentatif de la diversité des clades 

actuellement connus et une datation plus fine des nœuds internes à la phylogénie des 

Symbiodiniacées, une étude récente a réestimé à la hausse cette datation. En effet LaJeunesse 

et al. (2018) ont corrélé la radiation adaptative des Scléractiniaires (Anthozoaires, 

Hexacoralliaires) modernes (coraux constructeurs de récifs) avec les premières 

Symbiodiniacées vers la fin du Jurassique, il y a environ 165 millions d’années (LaJeunesse et 

al. 2018; Simpson et al. 2011). Ceci fait de la symbiose Cnidaires-Dinoflagellés une symbiose 

ancienne mais pourtant dynamique qui a permis aux coraux de coloniser et de se développer 

dans des zones pauvres en nutriments et de former les oasis marins de biodiversité que l’on 

connaît encore aujourd’hui. 

Chez les Symbiodiniacées, il a été défini plusieurs groupes sur la base de marqueurs 

moléculaires ribosomaux. Ces groupes ou clades étaient identifiés par des lettres de A à I. En 

2018, LaJeunesse et al. ont redéfini le niveau taxonomique de ces clades, ils sont désormais 

considérés comme des genres différents et renommés en conséquence pour certains d’entre eux 

(Figure I.3-3, Clade A = Symbiodinium, B = Breviolum, C = Cladocopium, D = Durusdinium, 

E = Effrenium, F = Fungacium et G = Gerakladium) (LaJeunesse et al. 2018). 
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Figure I.3-3 : Phylogénie des Symbiodiniacées sur la base d’un marqueur nucléaire ribosomal (LSU) 

Diversité d’hôte : 1. Cnidaires, 2. Mollusques, 3. Spongiaires, 4. Plathelminthes, 5. Foraminifères, 6. Ciliés. 

Caractères morphologiques : A. sept séries latitudinales de vésicules, B. pyrénoïde unique entouré de dépôts 

d’amidon, matrice interne pour l’extensions des thylakoïdes, C. Cycle de vie majoritairement dominé par 

une forme coccoïde produisant par division des cellules cocoïdes filles -in hospite- ou des cellules mobiles. 

Le clade A tempéré (entouré en rouge) est le clade majoritaire trouvé en Méditerranée. 

(modifiée d’après LaJeunesse et al., 2018; complétée à l’aide de Liu et al. 2018) 
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Chez les Cnidaires, les Symbiodiniacées symbiotiques sont localisées dans les cellules de 

l’endoderme, aussi nommé gastroderme (Figure I.3-4). Dans la classe des Anthozoaires, le 

nombre de symbiotes par cellule symbiotique de l’endoderme de l’hôte est généralement de 

l’ordre de un voire deux, certaines espèces pouvant arborer, plus exceptionnellement, jusqu’à 

huit symbiotes dans une seule et même cellule (Muscatine et al. 1998). 

 

L’acquisition du symbiote chez les Cnidaires peut se faire par transmission maternelle mais 

également par acquisition horizontale au stade larvaire depuis le milieu. La taille du génome 

des Symbiodiniacées, particulièrement importante pour des endosymbiotes intracellulaires (de 

1 à 5 Gb) (LaJeunesse et al. 2005; Aranda et al. 2016) reste relativement petite comparée à 

d’autres Dinoflagellés (dont la taille du génome est comprise entre 1,5 et 250 Gb, Hou & Lin 

2009; Aranda et al. 2016). Il a été montré chez certains Cnidaires que les adultes étaient 

également capables de renouveler leur population de symbiotes (Baker 2001). 

Figure I.3-4. Structure macroscopique et microscopique d'un polype symbiotique d’Anthozoaire. 

Les polypes des Ccnidaires sont des organismes diploblastiques avec un feuillet faisant face un milieu extérieur 

(Ectoderme ou épiderme – en vert sur le schéma), un feuillet faisant face à la cavité gastrovasculaire (Endoderme ou 

gastroderme – en marron) séparés l’un de l’autre par la mésoglée (M). Cn : cnidocyte (cellule caractéristique des 

Cnidaires), S : Symbiodiniacée symbiotique. 

(photo de microscopie tirée d’ Allemand et al. 1998; schéma modifié d’après Furla 2006) 
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I.3.3. Fontionnement et dynamique de l’holobiote Anthozoaire-

Symbiodiniacées 

L’acquisition de Dinoflagellés photosynthétiques a permis aux Cnidaires, dont les Anthozoaires, 

de ne pas être limités par la disponibilité en carbone organique du milieu. Schématiquement, à 

partir de carbone inorganique et grâce à l’énergie lumineuse, les organismes photosynthétiques 

sont capables de produire de l’oxygène et la matière organique dont ils ont besoin : 

CO2 + H2O + lumière → matière organique + O2 + énergie chimique 

(R. von Mayer 1864 dans Farineau & Morot-Gaudry 2006) 

La photo-autotrophie chez les Cnidaires symbiotiques est donc basée sur des échanges 

trophiques. En plus du carbone inorganique et de la lumière, les Symbiodiniacées reçoivent de 

leur hôte des composés azotés (en partie issus des déchets métaboliques). La photosynthèse, en 

plus de la production d’O2, permet la production de sucres, lipides et acides aminés qui sont 

transférés du symbiote à l’hôte (Figure I.3-5) (Davy et al. 2012; Loram et al. 2007; Suggett et 

al. 2017). 

 

Figure I.3-5 : Production et transfert de la matière organique (A) et de l’O2 (B) au niveau cellulaire par une 

Symbiodiniacée photosynthétique (symbiote) chez un Anthozoaire (hôte) 

Assimilation de matière inorganique dissoute (carbone : DIC, azote : DIN et phosphate) et utilisation de la lumière 

pour produire de la matière organique (dissolved and particulated organic compounds, respectivement DOM et 

POM) et de l’oxygène. 

(A. Davy et al. 2012; B. modifié d’après Weis 2008) 
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Sous certaines conditions environnementales (i.e. augmentation de l’intensité lumineuse ou de 

la température), la photosynthèse ne produit plus en majorité du dioxygène (Figure I.3-5.B) 

mais des espèces réactives de l’oxygène (comme l’H2O2) générant ainsi un stress oxydant (Weis 

2008). Quand les défenses antioxydantes de l’hôte sont dépassées, il y a rupture de l’équilibre 

de la symbiose conduisant à une perte du symbiote et de la pigmentation du Cnidaire, 

phénomène appelé blanchissement. Les hôtes, alors de couleur pâle, sont dits « blanchis ». Cet 

état blanchi peut être transitoire si les conditions environnementales reviennent à la normale 

(Figure I.3-6). Le problème actuel du blanchissement massif des récifs coralliens vient de 

l’amplitude et de la fréquence des variations thermiques et lumineuses, qui sont trop élevées 

pour les capacités d’acclimatation de l’holobiote corallien. 

 

Figure I.3-6 : Etat symbiotique d’un corail confronté à des variations de température 

(modifiée d’après https://coralwatch.org/web/guest/coral-bleaching) 
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Lors du recouvrement des symbiotes post-blanchissement : il a été proposé que les 

Symbiodiniacées récupérées après un blanchissement soient plus adaptées aux nouvelles 

conditions environnementales. Le blanchissement comme moyen « d’améliorer » la population 

de symbiotes in hospite été appelé l’hypothèse du blanchissement adaptatif (HBA) 

(Buddemeier & Fautin 1993 dans Baker 2003). L’HBA est basée sur le fait que toutes les 

Symbiodiniacées n’ont pas la même sensibilité aux variations thermiques (Baker et al. 2018; 

Robison & Warner 2006; Suggett et al. 2008), lumineuses (Iglesias-Prieto & Trench 1994; 

Robison & Warner 2006), ou de pH (Brading et al. 2011), ce qui peut expliquer qu’on les trouve 

à des profondeurs différentes (Figure I.3-7). Ainsi, en changeant la composition de sa 

population de symbiotes, l’holobiote pourrait faire face à ces variations environnementales. 

Certains Cnidaires sont en effet capables de vivre en symbiose avec des Symbiodiniacées de 

genres différents. Ces hôtes sont appelés généralistes et peuvent tirer profit d’un assemblage 

divers de symbiotes. La sélection in hospite d’un genre de Symbiodiniacées peut également 

permettre à un holobiote corallien généraliste de répondre rapidement aux variations du milieu. 

Il existe également des hôtes dont toute la gamme de symbiotes possibles se limite à un genre 

de Symbiodiniacées, ils sont alors considérés comme des hôtes spécialistes. Une telle 

association spécialisée pourrait alors limiter les capacités d’acclimatation et d’adaptation de 

l’holobiote. Cependant en 2012, Howells et al. ont révelé une diversité génétique fonctionnelle 

intra-spécifique au sein du clade C / genre Cladocopium. Des phénotypes distincts ont été 

observés entre deux populations de symbiotes, l’une provenant d’une zone géographique 

« froide » et l’autre d’une plus chaude. En inoculant des larves de coraux avec ces différentes 

populations de Symbiodiniacées, Howells et al. (2012) ont montré que la croissance des larves 

inoculées avec les symbiotes de zone géographique « froide » était meilleure dans les aquariums 

« froids » que dans les aquariums « chauds », et inversement pour les larves inoculées avec les 

symbiotes de zone « chaude ». Ces résultats montrent qu’au sein même d’une espèce de 
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Symbiodiniacées, la différenciation génétique des populations de symbiotes observée peut être 

adaptative et conférer un avantage sélectif à l’holobiote. 

 

Un hôte est donc un assemblage de symbiotes potentiellement génétiquement très différents. 

La caractérisation des différents partenaires pouvant être impliqués dans la symbiose et de leurs 

réponses aux variations environnementales est donc indispensable pour appréhender les 

capacités adaptatives des Cnidaires. Pour cela, les Cnidaires symbiotiques des régions 

tempérées semblent être particulièrement appropriés, car ils doivent faire face à des variations 

Figure I.3-7 : Distribution bathymétrique de quatre clades/genres de Symbiodiniacées 

A gauche, étendue de la distribution en profondeur estimée (en mètres) des clades/ genres : 

A/Symbiodinium, B/Breviolum, C/Cladocopium, D/Durusdinium. * le genre Durusdinium a également été 

trouvé à 35m de profondeur (d’après Baker 2003). 

A droite, distribution et densités des Symbiodiniacées échantillonnées dans différents hôtes à différentes 

profondeurs à Puerto Moreles, Mexico (figures modifiées de Lesser 2004; espèces identifiées d’après 

LaJeunesse et al. 2018). 
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saisonnières environnementales de plus grande amplitude que les Cnidaires tropicaux. La part 

de la diversité génétique hôte ou symbiote dans le phénotype de l’holobiote, en partie explorée 

chez les Cnidaires tropicaux, est assez peu étudiée chez leurs cousins des régions tempérées. 

Pourtant cela permettrait d’éclaircir les liens entre différenciation phénotypique et divergence 

génétique à l’échelle de l’holobiote dans des environnements contrastés, et dans ce contexte 

mieux cerner la dynamique d’association entre hôte et symbiotes. 

I.4. Une anémone de mer symbiotique : Anemonia viridis 

I.4.1. Une figure emblématique des écosystèmes côtiers 

méditerranéens 

Anemonia viridis (Forskål 1775), appelée ortie de mer ou anémone commune en français ou 

bien snakelocks anemone en anglais, est un Cnidaire de la classe des Anthozoaires de la sous-

classe des Hexacoralliaires et de la Famille des Actiniaires (Figure I.4-1). On trouve également 

dans la littérature le nom d’Anemonia sulcata (Pennant 1777) qui est un synonyme 

Anemonia viridis (Forskål 1775). Les anémones de mer se distinguent principalement des autres 

Hexacoralliaires par l’absence de squelette calcaire. 
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A. viridis est souvent qualifiée de polype géant (en comparaison aux polypes des coraux), sa 

colonne gastrique (Figure I.3-4) pouvant mesurer jusqu’à une dizaine de centimètres de haut 

(Figure I.4-2). Chaque polype est un holobiote indépendant pouvant se reproduire de façon 

asexuée ou clonale par fission longitudinale du pied ou de façon sexuée par fécondation externe : 

A. viridis est une espèce gonochorique et chaque polype émet dans le milieu ses gamètes (Shick 

1991; Utrilla et al. 2019). La durée de vie des polypes est de plusieurs décennies, jusqu’à 

environ 70 ans (Chintiroglou & Koukouras 1992a; Shick 1991). 

 

Figure I.4-1 : Anemonia viridis dans la famille des Actiniaires 

Arbre en maximum de vraisemblance obtenu à partir des séquences mitochondriales (12S, 16S, cox3) et 

ribosomales (18S, 28S). 

(modifiée d’après Rodríguez et al. 2014) 
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Bien que présente à la carte de certains restaurants méditerranéens, cette anémone a peu de 

prédateurs dans son milieu, les individus de relativement petite taille pouvant être la proie de 

Polychètes (Hermodice carunculata) ou de Nudibranches (Spurilla neapolitana) (Simonini et 

al. 2018; Schlesinger et al. 2009). A. viridis est un prédateur : bien qu’en symbiose avec un 

Dinoflagellé photosynthétique, elle complète son autotrophie par la prédation de Crustacés, de 

Mollusques et de Polychètes (Chintiroglou & Koukouras 1992b) voire de petits poissons. Enfin, 

A. viridis forme également des associations durables avec des crevettes et des crabes (Calado 

et al. 2007). 

En Méditerranée, A. viridis est associée à de nombreuses espèces (Chintiroglou & Koukouras 

1992a; Patzner 2004) ce qui en fait un élément important des écosystèmes marins côtiers 

(Tableau I.4-1). 

  

Figure I.4-2 : Anemonia viridis, dans son milieu naturel (à gauche) et en aquarium (à droite). 

Les deux anémones sont de taille similaire, la colonne de l’anémone de droite mesure une dizaine de 

centimètres de hauteur. 
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Tableau I.4-1 : Liste des espèces trouvées associées à Anemonia viridis en Méditerranée. Ces espèces ont pu 

être trouvées dans l’anémone (Interne) ou à l’extérieur de celle-ci (Externe) ou encore portant ou 

transportant l’anémone (Porte). (Tableau modifié de Patzner 2004) 

 

Taxons Symbiose 

Type Interne Externe Porte 

Symbiodiniacée Dinoflagellé Suessiale Mutualisme X   

Posidonia oceanica Angiosperme  Commensalisme   X 

Zostera marina 
Zostera noltii 

Angiosperme  Commensalisme   X 

Foettingeria actiniarum Protozoaire Cilié Parasitisme X   

Cirsotrema cochlea Mollusque Gastéropode Parasitisme  X  

Epitonium commune Mollusque Gastéropode Parasitisme  X  

Gyroscala lamellosa Mollusque Gastéropode Parasitisme  X  

Opalia crenata Mollusque Gastéropode Parasitisme  X  

Staurosoma parasiticum Crustacé Copépode Parasitisme X   

Dinopontius acuticaula Crustacé Copépode Parasitisme X ?   

Paranthessius anemoniae Crustacé Copépode Parasitisme  X  

Lichomolgus actiniae Crustacé Copépode Parasitisme  X  

Periclimenes aegylios 
Periclimenes amethysteus 

Crustacé Décapode 
Commensalisme/ 

Parasitisme 
 X  

Scyllarus arctu Crustacé Décapode Commensalisme X   

Clibanarius erytrophus Crustacé Décapode 
Commensalisme/ 

Mutualisme 
 X X 

Eupagurus cuanensis Crustacé Décapode 
Commensalisme/ 

Mutualisme 
 X  

Inachus phalangium 
Inachus dosettensis 

Crustacé Décapode Commensalisme  X  

Maja crispata Crustacé Décapode Commensalisme  X  

Acanthonys lunulatus Crustacé Décapode Commensalisme  X  

Achaeus cranchi Crustacé Décapode Commensalisme  X  

Pisa armata 
Pisa tetraodon 

Crustacé Décapode Commensalisme  X  

Pilumnus hirtelus Crustacé Décapode Commensalisme  X  

Leptomysis lingvura Crustacé Mysidacé Commensalisme  X  

Caprella acanthifera Crustacé Amphipode Commensalisme  X  

Phtisica marina Crustacé Amphipode Commensalisme  X  

Ampithoe gammaroides Crustacé Amphipode Commensalisme X   

Holothuria tubulosa Echinoderme Holothuroïde Commensalisme  X  

Chromis chromis poisson Pomacentridé Commensalisme  X  

Gobius bucchichi poisson Gobiidé Commensalisme  X  

Parablennius incognitus poisson Blenniidé Commensalisme  X  

 

A. viridis vit dans des zones tempérées. Présente sur tout le pourtour méditerranéen, on la trouve 

également le long des côtes atlantiques européennes et nord-africaines, de la côte sud de la 

Norvège jusqu’aux Açores (Figure I.4-3). Elle est également présente depuis la surface (dans 

des cuvettes de la zone intertidale) jusqu’à une trentaine de mètres de profondeur pour les plus 

gros spécimens. A. viridis est donc soumise à des conditions environnementales contrastées en 

terme (i) d’amplitude de variation bien supérieure à ce que peuvent supporter des Cnidaires 

tropicaux, que ce soit en température (Δ15°C) en salinité (Δ15psu ; Isnard et al. 2015) ou en 
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terme de pH (Δ1 ; Johnson et al. 2013), et (ii) de fréquence de variations saisonnières mais 

également journalières. Comme elle est dépourvue de squelette calcaire et qu’elle peut 

supporter de faibles pH, elle est considérée par certains auteurs comme pouvant être le futur 

des écosystèmes marins dans le contexte du changement climatique global (Suggett et al. 2012). 

1 

I.4.2. Des morphotypes ou des espèces cryptiques chez A. viridis ? 

Il a été décrit chez A. viridis de nombreux morphotypes ou morphes tous symbiotiques (Andres 

1882) caractérisés, à l’origine, par la couleur des tentacules et la présence ou l’absence d’un 

apex de couleur rose à leur extrémité (Andres 1884) . Parmi ces morphes, certains comme les 

variétés alabastrina et albida se sont avérés être dus à une différence en densité de symbiotes 

dans les tissus de l’hôte, ce qui faisait paraître les tentacules des anémones plus clairs 

(Wiedenmann et al. 2000b). 

 
1  Bianchi et al. 2010; Casado-Amezúa et al. 2014; Centro di Educazione Abientale “Casa Archilei” di Fano; 

Chintiroglou & Koukouras 1992a; Coppa et al. 2016; DORIS; GBIF; INPN; IOBIS; NBN; Pais et al. 2008; 

SeaLifeBase; Wiedenmann et al. 1999, 2000b; Fond de carte généré via Cartomer (Agence française pour la 

biodiversité); l’encart en haut à gauche est tiré de SeaLifeBase 

Figure I.4-3. Distribution géographique d'Anemonia viridis (carte principale) et probabilité d'habitats 

disponibles en Méditerranée (encart en haut à gauche). Voir les notes en bas de page pour les références1 
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Il est couramment admis aujourd’hui que l’espèce Anemonia viridis comprend cinq morphes 

(Figure I.4-4) caractérisés par la détermination croisée de la présence d’un apex rose et de profil 

de fluorescence (les photographies de la Figure I.4-2 correspondent à deux individus du morphe 

smaragdina – présence (i) d’apex rose et (ii) d’une fluorescence verte non visible sur les 

photographies). Concernant la présence d’une coloration rose à l’extrémité des tentacules de 

certains morphes d’A. viridis, il a été montré qu’elle était due à l’expression d’une protéine 

(FP595) similaire à une protéine fluorescente mais qui aurait perdu une grande part de sa 

capacité à émettre une fluorescence (Lukyanov et al. 2000). Les Anthozoaires sont connus pour 

leur expression de protéines fluorescentes (Gruber et al. 2008; Kao et al. 2007; Kenkel et al. 

2011; Leutenegger et al. 2007; Schmidt-Roach et al. 2013) auxquelles on a attribué un rôle 

photoprotecteur chez les Anthozoaires symbiotiques (Salih et al. 2000). Ainsi, en plus de la 

protéine responsable de la coloration rose de l’apex des tentacules, A. viridis peut exprimer dans 

son ectoderme des protéines fluorescentes de type GFP ou GFP-like (pour Green Fluorescent 

Proteins). Les morphes d’A. viridis diffèrent pour leur profil d’expression de ces protéines 

fluorescentes : aucune fluorescence, une fluorescence verte ou une fluorescence verte et rouge 

orangé. Contrairement à la couleur des tentacules qui peut être nuancée par la densité de 

symbiotes, l’expression de ces protéines est moins ambigüe et permet une meilleure définition 

des morphes chez cette espèce (Wiedenmann et al. 1999, 2000a). 
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Bien que l’identification des morphes ne laisse pas d’ambiguité, la nature taxonomique des 

morphes n’est pourtant pas si claire et fait débat notamment sur la base (i) de données 

génétiques issues de l’analyse d’iso-enzymes qui tendraient à montrer une différentiation 

génétique du morphe rustica (Bulnheim & Sauer 1984), (ii) d’un différentiel de distribution 

bathymétrique entre le morphe rustica, présent entre 1 m et 3 m de profondeur, et le morphe 

smaragdina plus près de la surface (Sauer et al. 1986), (iii) de leur comportement lors d’une 

rencontre d’un congénère (plutôt la fuite pour rustica et agressif pour smaragdina ; Williams 

1991), et (iv) du mode de reproduction supposé prédominant dans les différents morphes 

(Figure I.4-4, sexué ou clonal) (Shick 1991; Chintiroglou & Koukouras 1992a; Wiedenmann et 

al. 1999). Associés aux modes de reproduction, il a été par ailleurs décrit deux écotypes, 

caractérisés pour l’écotype I par des anémones de petite taille avec un disque basal de 3cm de 

Figure I.4-4 : Les cinq morphes d’A. viridis 

Les morphes sont nommés en italique sous les photographies (© Wiedenmann) et définis par la couleur des 

tentacules tel que proposé par Andres (1883, à gauche), la couleur de l’apex des tentacules (en haut) et le profil 

d’expression des protéines fluorescentes (à droite). Pour chaque paire de photographies, celle de gauche 

correspond à la couleur des tentacules à la lumière blanche, celle de gauche aux tentacules exposés aux 

ultraviolets. Le mode de reproduction supposé prédominant pour chaque morphe est figuré par la ligne grise. 
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diamètre maximum et jusqu’à 192 tentacules, l’ écotype II regroupant lui les anémones de plus 

grande taille (diamètre du disque basal jusqu’à 15cm) et comptant jusqu’à 384 tentacules. Les 

anémones de l’écotype I étant plutôt trouvées regroupées en tapis (les individus vivant 

extrêmement proches les uns des autres), cet écotype est supposé se reproduire de façon 

majoritairement clonale et est retrouvé chez les morphes vulgaris, rustica, et smaragdina. En 

revanche les plus gros individus d’A. viridis étant plutôt isolés et solitaires, l’écotype II est 

considéré comme se reproduisant de façon sexuée et est retrouvé chez les morphes smaragdina, 

voire viridis et rufescens qui ont souvent des morphologies intermédiaires entre les écotypes I 

et II (Schmidt 1972; Wiedenmann et al. 1999). L’accumulation des différences entre 

smaragdina et rustica (comportement d’agression ou de fuite, le mode de reproduction 

principal présumé et la différenciation génétique sur la base d’iso-enzymes) a conduit Bulnheim 

et Sauer (1984) à proposer Anemonia rustica comme une espèce distincte d’Anemonia viridis, 

ce qui a été modéré par la suite, en l’absence de données morphométriques clairement 

discriminantes (Chintiroglou & Karalis 2000). La nature des morphes d’A. viridis reste encore 

une question ouverte bien qu’étant un prérequis à la compréhension des capacités évolutives et 

adaptatives de cet holobiote. 

I.4.3. Les Symbiodiniacées d’Anemonia viridis 

On trouve en Europe, et plus particulièrement en Méditerranée, un clade majoritaire de 

Symbiodiniacées, le Clade A Tempéré (sensu LaJeunesse et al. 2018; ou A’ sensu Savage et al. 

2002; et Visram et al. 2006) pour l’heure sans nom de genre (Figure I.3-3). Une autre 

Symbiodiniacée est présente en Méditerranée et appartient au genre Breviolum (précédemment 

identifié comme Clade B). Bien qu’abritant majoritairement un seul clade, les différents hôtes 

méditerranéens (Cnidaires: Visram et al. 2006; Ferrara et al. 2006; Forcioli et al. 2011; Casado-

Amezúa et al. 2014; Grajales et al. 2016; mais aussi Foraminifères: Leutenegger 1977; ou 

Spongiaires: Hanna et al. 2005; Ferrara et al. 2006) ont à leur disposition une diversité génétique 
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intraclade partiellement révélée à ce jour, à l’aide des marqueurs ribosomaux (Figure I.4-5) 

(Casado-Amezúa et al. 2014; Forcioli et al. 2011) et chloroplastiques (Casado-Amezúa et al. 

2014). 

 

Chez A. viridis, les Symbiodiniacées sont acquises de façon verticale, les symbiotes étant 

présents dans l’œuf (Schäfer 1984; Utrilla et al. 2019) et sont donc transmises aux descendants 

par la mère. Le temps de doublement de la population de symbiote in hospite a été mesuré à 

23,5 jours (Stambler & Dubinsky 1987; dans Shick 1991) ce qui laisse penser à un certain 

contrôle de la population symbiotique, qui par ailleurs à un temps de doublement, mesuré par 

l’équipe, de 3,45 jours une fois en culture in vitro. Le rôle trophique de ces symbiotes 

photosynthétiques est particulièrement important chez A viridis qui reçoit près de 90% des 

photosynthétats (Davy et al. 1996). Cette association joue un rôle important également dans les 

capacités d’acclimatation de l’holobiote : les symbiotes semblent permettre une acclimatation 

rapide à un changement de pH (Ventura et al. 2016), être relativement résistants à un stress 

d’exposition aux UV mais sensibles à un stress température prolongé (Moya et al. 2012), et 

servir d’élément détoxifiant en cas de pollution aux métaux lourds en accumulant le cuivre ou 

le cadmium, par exemple, leur expulsion permettant d’éliminer ces métaux des tissus de 

Figure I.4-5 : Arbre phylogénétique des Symbiodiniacées basé sur les séquences ITS 

Les codes en gras indiquent les séquences provenant de Cnidaires méditerranéens : Oculina patagonica (Op), 

Bunodeopsis strumosa (Bstr), Paranemonia cinierea (Pcin), Anemonia viridis (Avir), Cladocora caespitosa (Cc) 

(Casado-Amezúa et al. 2014) 
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l’anémone (Harland et al. 1990; Harland & Nganro 1990). 

Il existe une certaine diversité génétique chez les symbiotes d’A. viridis qui pourtant paraît 

réduite en comparaison d’autres Cnidaires symbiotiques de Méditerranée (Casado-Amezúa et 

al. 2014; Forcioli et al. 2011), mais cela peut aussi être dû au faible nombre d’individus étudiés. 

De plus, aucune étude n’a exploré les liens entre la diversité génétique des populations de 

symbiotes ni de l’holobiote et les capacités de réponse chez A. viridis, ou encore l’influence des 

symbiotes dans sa répartition écologique ou leur spécificité d’association à l’un ou l’autre des 

morphes. 

I.5. Objectifs de la thèse 

Anemonia viridis est un holobiote dont le symbiote majeur est une Symbiodiniacée. Cette 

anémone présente une diversité de couleurs et peut vivre dans une large diversité d’habitats 

sans que l’on connaisse encore clairement la diversité génétique hôte et symbiotique derière ces 

propriétés. L’étude des diversités hôte et symbiotique et de leur dynamique permettrait de 

mieux comprendre leur influence sur le phénotype de l’holobiote, ses capacités adaptatives 

et son histoire évolutive. 

Je me suis donc attelée dans un premier temps à la résolution du statut taxonomique des 

morphes d’A. viridis grâce à l’analyse de la diversité génétique de gènes ciblés mais aussi de 

loci issus de séquençage RAD (pour Restriction site Associated DNA). Parallèlement, je me 

suis intéressée à l’association A. viridis – Symbiodiniacées et l’influence éventuelle des 

symbiotes sur le phénotype de l’hôte, en mesurant la corrélation entre la diversité 

génétique symbiotique et la différenciation morphologique et génétique de l’hôte. 

Enfin, j’ai étudié la dynamique d’association entre hôte et symbiotes, afin d’établir si A. viridis 

était capable d’acquérir horizontalement des symbiotes en plus de l’héritage symbiotique 

maternel. 
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II. Diversité morphologique : de la plasticité morphologique 

à la divergence interspécifique 

II.1. Origine des variations morphologiques 

Le moyen le plus simple d’identifier une espèce est basé sur sa description morphologique. 

Bien que pour des espèces ayant divergé depuis suffisamment de temps la différenciation 

morphologique soit un indicateur efficace d’une ancienne spéciation (l’hippopotame et la 

baleine sont des espèces différentes d’Artiodactyles), de nombreux facteurs peuvent influencer 

la morphologie des organismes (forme, couleur …) sans que cela soit nécessairement un signal 

de spéciation (Wicksten 1989). 

L’environnement peut être un facteur particulièrement contraignant pour le développement des 

organismes et donc influencer leur morphologie, comme de forts vents ou un fort 

hydrodynamisme. Auquel cas, un même génotype peut avoir différents phénotypes en fonction 

de l’environnement dans lequel l’individu se trouve, ce que l’on appelle la plasticité 

phénotypique. D’un autre côté, l’environnement peut aussi sélectionner certains phénotypes. 

Le développement dans un même milieu conduit alors à des modifications morphologiques 

similaires, même entre des espèces relativement éloignées (la morphologie générale des 

Mammifères marins et celle des requins, ou les pattes palmées d’animaux aquatiques…), mais 

seulement adaptées au même environnement (i.e. convergence évolutive). Ces convergences 

pourraient alors amener à regrouper des organismes dans un même taxon sans qu’ils aient pour 

autant une histoire évolutive récente commune. 

A l’inverse, dans le cas d’une grande variabilité phénotypique (ou polymorphisme), on peut être 

amené à différencier des organismes alors qu’ils appartiennent à la même espèce. Or, le 

phénotype peut changer au cours du développement et être caractéristique de différentes classes 
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d’âge ou de dimorphisme sexuel, et parfois des deux, comme chez certaines espèces de poissons 

chez lesquelles les femelles et les jeunes mâles peuvent avoir des livrées similaires mais 

distinctes des mâles adultes (Fruciano et al. 2011). On a donc une diversité phénotypique 

intraspécifique. 

Au niveau génétique, le polymorphisme peut être codé par différents allèles (i.e. 

polymorphisme allélique). Un des cas d’école est celui de la phalène du bouleau (Biston 

betularia, Lepidoptera) présentant deux phénotypes distincts : un phénotype clair majoritaire 

dans les campagnes et un noir dit mélanisé plus rare, car plus facilement identifiable sur l’écorce 

des bouleaux par les prédateurs. Avec l’industrialisation et la pollution au charbon, le phénotype 

mélanisé est devenu majoritaire dans des zones plus industrialisées où les bouleaux avaient une 

écorce plus sombre. Cette distribution différentielle de ces phénotypes est due à une pression 

de sélection différente entre les deux milieux (les phalènes plus sombres sont moins visibles 

des prédateurs en milieu industrialisé que les phalènes plus clairs et inversement) (Kettlewell 

1955; Creed et al. 1980). Dans cet exemple, la différenciation phénotypique n’empêche pas 

pour autant les croisements entre ces deux phénotypes appartenant à une seule et même espèce. 

A l’autre extrême, des organismes sans critère morphologique distinctif pertinent peuvent être 

des représentants d’espèces différentes, c’est ce que l’on appelle des espèces cryptiques 

(Bickford et al. 2007). Ce qui permet de les identifier est alors la différenciation des pools 

géniques (i.e. les différences alléliques entre populations ou entre espèces), voire l’occupation 

de niches écologiques différentes. En Méditerranée par exemple, il a été mis en évidence que 

les populations de loups, Dicentrarchus labrax, du bassin Ouest et du bassin Est ne partageaient 

pas le même pool génique (Bahri-Sfar et al. 2000). 

Si l’on considère maintenant tout organisme comme un système symbiotique (holobiote), il est 

alors indispensable de prendre en compte également la population de symbiotes présente pour 

comprendre le phénotype de l’holobiote. En effet l’association avec certains symbiotes peut 
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également modifier le phénotype des individus hôte. Cela a ainsi déjà pu être observé chez le 

puceron qui présente, en fonction des lignées de symbiotes qu’il abrite, une couleur variable 

passant du vert au marron, ce qui peut augmenter ou diminuer la facilité avec laquelle les 

prédateurs détectent le puceron (Tsuchida et al. 2010). 

II.2. Identification de pools génétiques et délimitation 

d’espèces 

L’utilisation de critères morphologiques seuls ne garantit donc pas une identification efficace 

et pertinente des espèces. Dans l’absolu, aucun marqueur unique ne garantit la délimitation d’un 

groupe d’organismes interféconds qui évolueraient indépendamment d’autres organismes. Et 

c’est bien là la problématique de l’identification et de la délimitation des espèces qui est un 

préalable à la compréhension de l’évolution de ces espèces. En revanche, une combinaison d’un 

maximum de caractères (morphologiques, génétiques, comportementaux, écologiques) est la 

méthode la plus efficace pour identifier et délimiter de possibles espèces (De Queiroz 2007; 

Pante et al. 2015b), c’est ce que l’on nomme la taxonomie intégrative. Plus des espèces auront 

divergé depuis longtemps, plus cette divergence sera visible (Figure II.2-1). Dans les cas 

extrêmes d’espèces qui ont divergé depuis longtemps, cette divergence pourra être observable 

quel que soit le marqueur utilisé. Pour reprendre l’exemple de l’hippopotame et la baleine, ils 

partagent un ancêtre commun mais le temps de divergence entre ces deux taxons est tel qu’il 

est aisé d’identifier les deux organismes et de les attribuer à des espèces différentes. Le 

problème se pose quand des espèces sont relativement récentes ou quand la spéciation est en 

train d’avoir lieu : le signal de différenciation porté par les quelques marqueurs directement 

impliqués dans l’isolement des deux fonds génétiques serait potentiellement noyé à l’échelle 

du génome, rendant difficile la délimitation de ces fonds génétiques. Cette période de 

« transition évolutive » entre une espèce ancestrale et deux espèces clairement différenciées est 

appelée la zone grise de spéciation (De Queiroz 2007) (Figure II.2-1). 
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Les espèces qui sont dans cette zone grise peuvent se trouver à différentes étapes du continuum 

de spéciation, i.e. à différents jalons entre l’espèce ancestrale et les futures espèces. Elles 

peuvent peut-être déjà avoir des morphologies différentes mais avoir encore des allèles en 

commun, soit par le partage d’un polymorphisme ancestral, soit par l’existence de flux de gènes 

entre pools géniques. Il est possible d’estimer la part d’un pool génique « envahi » par un autre 

en mesurant la proportion de génome d’individus hybrides issus de ces deux pools géniques. 

On peut donc détecter une introgression d’un pool génique par un autre. Plus l’introgression est 

Figure II.2-1 : Les différentes étapes de la taxonomie intégrative. 

(1) Echantillonnage en populations, ces échantillons peuvent correspondre à des espèces à différents 

étapes du processus de spéciation (2). Formulation d’hypothèses primaires d’espèces sur la base d’un 

caractère (3). Evaluation de ces hypothèses primaires (augmentation du nombre de 

caractères/échantillons, amélioration des techniques…)(4). Génération de nouvelles hypothèses 

d’espèces (hypthèses secondaires d’espèces) (5) 

(Pante et al. 2015) 
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récente, plus équilibrées seront les proportions de deux fonds génétiques chez l’hybride (50%-

50% pour un hybride de première génération). L’existence d’un flux de gène, même faible, 

entre fonds géniques peut rendre difficile la délimitation d’espèces qui ne sont donc pas tout à 

fait des pools géniques indépendants. On peut alors parler de complexe d’espèces. En Europe, 

il a été par exemple mis en évidence des introgressions asymétriques plus ou moins récentes 

entre trois espèces de moules du genre Mytilus considéré aujourd’hui un complexe d’espèces 

(Fraïsse et al. 2016). 

II.3. De la variation morphologique à la différenciation 

génétique chez les Cnidaires 

Les Cnidaires sont connus pour leur diversité de formes et de couleurs. Ces critères ont servi 

historiquement à identifier les espèces. Pourtant, les variations morphologiques chez les 

Cnidaires ne sont pas symptomatiques d’une spéciation mais peuvent être une réponse à 

différentes conditions de lumière (Gattuso 1987), de courant (Todd 2008), ou de pH (Tambutté 

et al. 2015) qui modifient la morphologie comme l’aspect du squelette. Une étude a montré par 

la transplantation de coraux Porites lobata que les caractéristiques du squelette des colonies (en 

terme de masse et de développement en hauteur et latéral) pouvaient s’expliquer, du moins en 

partie, par une plasticité phénotypique chez l’adulte (Smith et al. 2007). En revanche, dans 

d’autres cas, les variations morphologiques restent sans explication. Chez la méduse Cassiopea 

andromeda, par exemple, il a été identifié six morphes chez cette espèce, caractérisés par 

différentes couleurs (Figure II.3-1.A) trouvés dans différents habitats et semblant partager la 

même diversité symbiotique (Lampert et al. 2012). Enfin, l’utilisation de marqueurs 

moléculaires a permis de mettre en évidence au sein de la même espèce Stylophora 

madagascarensis plusieurs structure de squelettes (Figure II.3-1.B) (Flot et al. 2011). 
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A contrario, toujours grâce au développement d’approches génétiques, nombre d’espèces de 

Cnidaire, décrites comme monomorphes, représentent en réalité un complexe d’espèces 

cryptiques. Chez l’espèce Actinia fragacea (Figure II.3-1.C), ont été identifiés deux réseaux 

d’haplotypes ribosomaux distincts suggérant l’existance de deux fonds génétiques différents 

partageant les mêmes critères morphologiques (Pereira et al. 2014).  

 

 

De manière générale chez les Cnidaires, les données morphologiques ne sont donc pas 

représentatives de lignées génétiques et ne sont donc pas de bons marqueurs de spéciation 

(Tableau II.3-1), aussi bien chez les coraux (Flot et al. 2011; Schmidt-Roach et al. 2013; Veron 

Figure II.3-1 : Diversité morphologique et differenciation génétique chez Cassiopea andromeda (A) Stylophora 

madagascarensis (B) et Actinia fragacea (C). 

A. Six morphes (bleu, rouge, marron, blanc, vert et violet) dont l’origine est encore inconnue (Lampert et al. 2012) 

B. Diveristé de morphologie intraspécifique du squelette calcaire (Flot et al. 2011) 

C. Exemple d’anémone dans laquelle deux haplotypes distincts ont été identifiés (Pereira et al. 2014) 
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& Pichon 1976) que chez les anémones de mer (Douek et al. 2002; González-Muñoz et al. 2015; 

Pereira et al. 2014; Rodríguez et al. 2014; Spano et al. 2018). Par exemple, afin de vérifier la 

nature des groupes définis par la morphologie des colonies de Pocillopora damicornis, 

Schmidt-Roach et al. (2013) ont utilisé différents marqueurs pour délimiter des pools 

génétiques chez l’hôte mais également des marqueurs ribosomaux pour caractériser les 

populations de symbiotes. En fonction du marqueur moléculaire, les auteurs regroupaient ou au 

contraire sous-partitionnaient des groupes prédéfinis par la morphologie.  

Tableau II.3-1 : Sensibilité des marqueurs moléculaires dans l’identification de groupes génétiques 

différenciés inter et intra espèces morphologiquement décrites chez des coraux (en gris) et des anémones de 

mer (en blanc) 

Etude 
Espèces 

(nb morphotypes) 
Marqueurs génétiques 

Groupes 
génétiques 

Flot et al. 2011 
(Figure II.3-1.A) 

Stylophora madagascarensis 
Stylophora mordax 
Stylophora pistillata 

ITS2, 
ORF et putative région de contrôle 

mitochondriaux 

A 
B et C 

C 

Schmidt-Roach et al. 2013 
Pocillopora damicornis 

(5 écomorphes) 

ORF et CR mitochondriaux 
HSP70 

ITS2 
Contenu symbiotique 

9a 
9b 
5 
6 

González-Muñoz et al. 2015 
Phymanthus crucifer 

(3 morphes) 
12S mitochondrial 2 

Pereira et al. 2014 
(Figure II.3-1.B) 

Actinia equina 
(3 morphes) 

Actinia fragacea 
28S ribosomal 2 

Spano et al. 2018 
Anthothoe chilensis 

(4 morphes) 
SNP issus de séquençage RAD 7 

9a et 9b indiquent un nombre similaire de groupes obtenus mais deux regroupements différents des écomorphes 

 

Enfin, en plus de la diversité génétique des populations de Cnidaires en tant qu’animal, la 

présence de symbiotes associés ajoute un niveau de diversité génétique supplémentaire qui peut 

être corrélé avec les variations phénotypiques de l’holobiote. Une étude a mesuré la diversité 

symbiotique entre trois morphes du corail Madracis pharensis (marron, violet et vert Figure 

II.3-2). Il s’avère que chez cette espèce, la composition en Symbiodiniacées est fortement 

corrélée aux morphes hôte indépendamment des conditions d’exposition lumineuse de la 

colonies coralienne (Frade et al. 2008). 
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II.4. Des espèces cryptiques chez Anemonia viridis ? 

Lors de mes travaux, je me suis donc interrogée sur la nature des morphes d’A. viridis pour 

laquelle cinq morphes ont précédemment été décrits (Figure I.4-4), tous symbiotiques : 

représentent-ils une signature de spéciation ou sont-ils le reflet d’une distribution différenciée 

de symbiotes ? Afin de définir la nature de ces morphes et d’explorer la diversité génétique de 

l’hôte et du symbiote, nous avons choisi une approche de génétique des populations sur des 

populations naturelles géographiquement distantes de Manche et de Méditerranée, où les trois 

morphes les plus fréquents (rufescens, rustica et smaragdina) sont trouvés en sympatrie. 

Figure II.3-2 : Composition en Symbiodiniacées en fonction de la couleur et l’habitat lumineux de l’hôte 

Les symbiotes appartiennent au genre Breviolum (B7 en noir et B15 en blanc) et sont caractérisés par les 

séquences ITS2. Le nombre de colonies testé est indiqué au-dessus des histogrammes. 

(modifié d’après Frade et al. 2008) 
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II.4.1. Echantillonnage des morphes en Europe 

Pour définir la nature taxonomique des morphes d’Anemonia viridis, les trois morphes les plus 

répandus (rufescens, rustica et smaragdina) ont été échantillonnés sur deux sites en Manche et 

plusieurs sites le long des côtes méditerranéennes (Figure II.4-1). Une espèce proche, 

Paranemonia cinerea, a servi de groupe externe. L’ADN total a été extrait, pour chaque 

anémone nous avons donc l’ADN de l’hôte animal et celui des Symbiodiniacées associées. 

L’échantillonnage marqué A1 est l’échantillonnage ayant servi à l’étude de Mallien et al. (2017), 

celui marqué A2 correspond à l’étude de Porro et al. (2019) (les deux articles sont disponibles 

en annexes de ce chapitre : A1 et A2). 

Figure II.4-1 : Morphes et localisation des individus d’Anemonia viridis échantillonnés sur les côtes européennes. 

A.Morphes d’A. viridis (rufescens, rustica, smaragdina) et le groupe externe Paranemonia cinerea les barres 

d’échelle correspondent à 5cm. 

B. Localisation des sites d’échantillonnage et nombre d’échantillons (rufescens/rustica/smaragdina/P. cinerea) 

pour chacune des études détaillées en annexes (A1 : Mallien et al. 2017, A2 : Porro et al. 2019) 
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II.4.2. Génotypage 

II.4.2.1. Marqueurs génétiques et niveau de divergence de l’hôte 

animal 

Pour estimer la position des morphes d’A. viridis le long d’un possible continuum de spéciation, 

nous avons choisi deux méthodes pour génotyper les anémones de mer. Pour la première 

méthode, nous avons sélectionné des gènes identifiés lors d’expériences de réponse à un stress 

thermique (Ganot et al. 2011; Moya et al. 2012). Ces gènes avaient une expression différentielle 

entre condition contrôle et condition stressée. Les gènes de réponse au stress peuvent être les 

gènes qui « voient » l’environnement. Ils sont donc susceptibles de porter un signal de 

différenciation entre populations plus fort que des marqueurs neutres (Bensch et al. 2002; 

Garvin et al. 2010). Nous avons développé des marqueurs EPIC (Exon-Primed Intron-Crossing) 

sur un set de ces gènes de stress (Mallien et al. 2017; Mallien 2017) (Figure II.4-2). 

 

 

Pour la deuxième approche, nous avons utilisé la méthode du séquençage RAD (ou 

RADsequencing pour Restriction site Associated DNA sequencing) (Porro et al. 2019). Par cette 

approche, plusieurs milliers de marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ont pu être 

Figure II.4-2 : Efficacité des approches EPIC et Séquençage RAD dans la différenciation de pools géniques. 

Les marqueurs EPICs (en gris dans le tableau) sont plus appropriés dans l’étude d’espèces en fin de continuum 

de spéciation alors que les marqueurs issus du séquençage RAD peuvent permettre d’identifier des populations 

en cours de spéciation. 

(image tirée de Shaw and Mullen 2011; tableau partiellement reproduit de Zimmer and Wen 2015) 



Diversité morphologique : de la plasticité morphologique à la divergence interspécifique 

 47 

générés, fournissant par la même autant de caractères génétiques. Le grand nombre de 

marqueurs générés par le séquençage RAD permet l’accès à une plus grande proportion du 

génome que l’amplification spécifique de quelques marqueurs et donc fournir un niveau de 

résolution plus approprié pour étudier des cas où le processus de spéciation est en cours 

(Emerson et al. 2010; Pante et al. 2015a; Ree & Hipp 2015) (Figure II.4-2). 

II.4.2.2. Caractérisation des populations de Symbiodiniacées 

Les populations de symbiotes d’A. viridis ont été génotypées à l’aide d’un des marqueurs 

ribosomaux canoniques utilisés pour l’identification des Symbiodiniacées, l’ITS2 (Internal 

Transcribed Spacer 2), une portion variable de l’ADN ribosomal nucléaire. Pour caractériser 

les populations des symbiotes, nous avons considéré le catalogue des séquences ITS2 

amplifiées dans chaque anémone. Pour définir ce catalogue, nous avons choisi une méthode ad 

hoc basée sur la profondeur de séquençage (le nombre de reads, ou lectures, par séquence par 

anémone) et le partage de ces séquences ITS2 entre anémones. Cette méthode est similaire aux 

approches utilisées pour identifier les unités taxonomiques opérationnelles (OTU) et est 

identifiée par le code D&S (pour Depth and Sharing car un seuil de profondeur de lectures et 

de partage entre individus a été appliqué pour valider les séquences) dans la suite du manuscrit. 

Nous avons également utilisé la procédure d’analyse des séquences ITS2 SymPortal (Hume 

2019; Hume et al. 2019) qui est basée sur l’algorithme du Minimum Entropy Decomposition 

(Eren et al. 2015) (pour les précisions se reporter à l’annexe A2 de ce chapitre, Porro et al 2019). 

II.4.3. Résultats majeurs 

II.4.3.1. Divergence des morphes d’A. viridis 

Initialement la divergence génétique entre les morphes d’A. viridis a donc été testée en utilisant 

les cinq marqueurs EPIC analysés au sein des individus des trois morphes. A partir des données 

de séquençage recueillies, nous avons ainsi estimé l’arbre d’espèce le plus probable parmi 

différents partitionnements des individus (au travers d’une méthode basée sur la coalescence). 
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Cette approche nous a permis de tester plusieurs scénarios de spéciation  : (i) en regroupant 

comme une seule espèce les différents morphes d’A. viridis, (ii) en considérant les morphes 

comme des entités différentes, en séparant les individus par origine géographique (la Manche 

versus la Méditerranée), (iii) ou enfin en combinant et en hiérarchisant les deux derniers 

partitionnements avec soit une différenciation morphologique puis géographique, soit d’abord 

une différenciation par l’origine géographique puis une différenciation morphologique locale 

(Figure II.4-3). 

Le partitionnement le plus vraisemblable (défini avec SpedeSTEM, Ence & Carstens 2011), 

regroupe les trois morphes en une seule espèce, différenciée du groupe externe, P. cinerea. Ainsi 

sur la base de ces cinq marqueurs EPICs, les morphes d’A. viridis ne semblent donc pas être 

des groupes génétiques ayant divergé depuis longtemps. Ces résultats ont fait l’objet d’une 

première publication présentée en annexe A1 de ce chapitre, Mallien et al 2017) 

 

A ce stade, nous ne pouvions néanmoins pas écarter l’hypothèse que les marqueurs génétiques 

choisis n’apportaient pas la résolution nécessaire pour détecter un phénomène de spéciation 

Figure II.4-3 : Différents partitionnements des individus d’A. viridis et leur vraisemblance. 

Les figurés représentent les différents morphes (Δ : rustica, ○ :smaragdina, □ : rufescens), les couleurs 

indiquent l’origine géographique (▲●■ : Méditerranée, ▲●■ :Manche). Les vraissemblances ont été 

calculées avec SpedeSTEM (Ence and Carstens 2011). 
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récent (ou en cours) entre les morphes. Nous avons donc mené une étude complémentaire en 

augmentant le nombre d’échantillons et de marqueurs génétiques (grâce au séquençage RAD). 

Nous avons alors pu identifier (après correction de l’effet de la clonalité sur l’analyse de la 

structure génétique) quatre groupes génétiques dans l’échantillonnage A2 à l’aide d’une 

méthode de reconstruction d’arbre d’espèces basée également sur la coalescence (SVDquartets, 

Chifman & Kubatko 2014), et avec une méthode de clustering (l’algorithme sNMF implémenté 

dans le paquet LEA sous R sous le nom de fonction snmf, Frichot & François 2015). Ces quatre 

groupes génétiques (correspondant aux clades de l’arbre généré par SVDquartets, ou aux 

clusters obtenus avec snmf) regroupent des individus de morphes différents et sont distribués 

géographiquement avec : un groupe en Manche (identifié comme EngCh dans l’annexe A2 et 

correspondant au cluster 3 dans la Figure II.4-4), un groupe majoritairement composé des 

individus de provenant de l’étang de Thau (Med1 dans l’annexe A2, cluster 2 dans la Figure 

II.4-4), un groupe composé des autres individus méditerranéens (Med2 dans l’annexe A2, 

cluster 1 dans la Figure II.4-4) et un groupe composé des individus de morphe rufescens 

provenant de Banyuls (BanRuf dans l’annexe A2, cluster 4 dans la Figure II.4-4). 

 

Figure II.4-4 : Distribution géographique des clusters génétiques identifiés avec snmf. 

cluster1=Med2, cluster2=Med1, cluster3=EngCh, cluster4=BanRuf 
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 Les individus de Vulcano ont été attribués au clade Med2 sur la base des résultats de 

SVDquartets (annexe A2, Figure 3) qui les placent de façon non-ambigüe dans ce clade alors 

que l’analyse de clustering génétique, plus sensible aux données manquantes (la qualité 

médiocre des individus de Vulcano a limité le nombre de lectures disponibles), ne peut 

clairement attribuer ces individus à un cluster. Un seul groupe génétique est constitué des 

individus d’un seul morphe (rufescens), localisé uniquement à Banyuls (BanRuf, cluster 4), et 

s’avère aussi divergeant que le groupe externe (cf. annexe A2, Figure 2 : arbre RAxML). Par 

ailleurs, trois de ces groupes génétiques sont trouvés en sympatrie à Banyuls : Med1, Med2 et 

BanRuf et nous n’avons détecté que peu d’introgressions entre Med1 et Med2 et aucune entre 

BanRuf et les autres lignées. 

A l’instar des tests d’hypothèses effectués pour l’analyse des marqueurs EPICs, nous avons 

testé la pertinence de ce partitionnement par coalescence avec BFD* (Leaché & Ogilvie 2016). 

Ce partitionnement a été comparé avec le partitionnement par morphe ou par région (Manche 

versus Méditerranée versus BanRuf). Le partitionnement des individus par clades/clusters est 

bien le meilleur parmi ceux testés (Figure II.4-5 et annexe A2, table S3) et implique que les 

quatre groupes génétiques identifiés sont des espèces différentes. 
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Trois de ces groupes génétiques indépendants (Med1, Med2 et EngCh) partagent des morphes 

différents et semblent plutôt structurés par l’origine géographique des échantillons (Figure 

II.4-4 et Tableau II.4-1). La divergence entre EngCh et les autres anémones méditerranéennes 

pourrait donc s’expliquer par un processus de vicariance mis en place pendant la colonisation 

post-glaciaire des côtes de la Manche, ne fournissant pas jusqu’alors d’habitat aux organismes 

marins. 

L’existence d’espèces cryptiques au sein d’A viridis est néanmoins renforcée dans cette étude 

par la présence de la lignée BanRuf en sympatrie avec des individus des lignées Med1 et Med2 

sans qu’aucune introgression ne soit détectée. De même certains individus des lignées Med1 et 

Med2 vivant en sympatrie à Banyuls ou à Thau ne montrent pas ou peu de signaux de brassage 

génétique. Dans une autre étude, développée dans le chapitre III (page 127), nous avons étudié 

plus en détail les populations d’A. viridis en Méditerranée (annexe A3 du chapitre III). Elle nous 

a permis de confirmer l’existence de plusieurs groupes génétiques en Méditerranée (désormais 

au nombre de cinq) vivant en sympatrie. 

Figure II.4-5 : Pertinence du partitionnement des anémones de mer en fonction des morphes, de la région 

d’origine ou des clusters génétiques 

L’hypothése des morphes comme espèces correspond à l’hypothèse nulle choisie pour BFD*, l’hypothèse 

d’espèces secondaire basée sur la région d’origine distingue les rufescens de Banyuls des anémones de mer 

de Méditerranée et de Manche. La deuxième hypothèse d’espèces secondaire correspond au partionnement 

obtenu avec les clades issus de l’analyse SVDquartets et les clusters génétiques snmf. 

Les valeurs dans les cadres sont les Maximum Likelyhood Estimates de BFD*, les valeurs dans la partie 

inférieure indiquent la significativité et le signe l’hypothèse d’espèce la plus vraissemblable (en gras). 
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En conclusion, il est pour l’heure toujours impossible de relier les différences morphologiques 

à des différences génétiques chez A. viridis, bien que nous ayons pu mettre en évidence un 

complexe d’espèces cryptiques au sein de l’espèce A. viridis. 

Tableau II.4-1 : Distribution géographique des espèces cryptiques chez Anemonia viridis en Méditerranée 

et en Manche. 

L’attribution des anémones de mer au cluster majoritaire est indiquée dans la colonne « Cluster snmf ». 

* indique une difficulté d’attribution des individus de Vulcano à un quelconque cluster alors qu’ils sont 

placés de façon non-ambigüe dans le clade Med2 avec SVDquartets. 

  
Cluster 

snmf 
Morphes Vulcano 

Etang 

de Thau 
Banyuls Plymouth Southampton 

BanRuf 4 rufescens           

Med1 2 
rustica 

smaragdina 
          

Med2 1 
rustica 

smaragdina * 
        

EngCh 3 

rufescens 

rustica 

smaragdina 

          

 

II.4.3.2. Différenciation génétique hôte et composition symbiotique 

Le mystère des morphes n’étant pas résolu, nous avons voulu déterminer s’il existait une 

corrélation entre la composition en Symbiodiniacées et les différenciations morphologiques et 

génétiques observées chez A. viridis. La diversité de symbiotes d’A. viridis a été déterminée par 

le marqueur ribosomal, ITS2. A l’aide de deux approches (D&S et SymPortal), nous avons 

identifié, pour chacune, environ 90 séquences différentes (dont une quarantaine commune aux 

deux approches) (Figure II.4-6.A). Toutes ces séquences ont bien été identifiées comme 

appartenant à des Symbiodiniacées du clade A tempéré (la distribution des séquences du jeu de 

données SymPortal au sein des anémones est donnée Figure II.4-6.B).  
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La comparaison de la différenciation morphologique et du contenu symbiotique n’a pas mis en 

évidence de corrélation (annexe A2, Table 1 et Table S6). En revanche, nous avons mesuré une 

différence statistiquement significative (testée en PERMANOVA) dans les populations de 

symbiotes entre les lignées génétiques précédemment identifiées chez les hôtes. Les 

comparaisons deux-à-deux ont révélé une composition différente en symbiote pour chacune 

d’entre elles à l’exception de BanRuf qui semble partager, en fonction du jeu de données, une 

partie de la diversité de Med1 ou de Med2 (Tableau II.4-2). 

Tableau II.4-2 : Comparaison deux-à-deux de la distribution de la diversité d’ITS2 entre clades/clusters 

génétiques hôtes. Les p-values en gras correspondent aux comparaisons statistiquement significatives après 

une correction FDR 

 Dataset obtenu avec D&S Dataset obtenu avec SymPortal 

  F R² 
Adjusted 

F R² 
Adjusted 

p-value p-value 

BanRuf vs EngCh 2.738076 0.04742236 0.003 5.512642 0.09262977 0.0022 

BanRuf vs Med1 1.844418 0.06870769 0.0156 1.430598 0.05215337 0.1369 

BanRuf vs Med2 1.013963 0.03071315 0.439 1.984534 0.07943049 0.04524 

EngCh vs Med1 2.166855 0.02844879 0.0003 14.271417 0.15809453 0.0003 

EngCh vs Med2 4.364921 0.0511325 0.0003 18.941614 0.20601785 0.0003 

Med1 vs Med2 2.225183 0.04180696 0.0066 2.374094 0.05011376 0.0093 

 

En complément de ces travaux et en se basant sur la distribution des ITS2 obtenus à l’aide 

SymPortal, j’ai réalisé une analyse discriminante en composante principale, dapc, afin de 

déterminer la nature de la différenciation mise en évidence avec la PERMANOVA. Seule la 

différenciation symbiotique observée entre la Manche et la Méditerranée, portée par le premier 

axe de la dapc (Figure II.4-7), est due à un des variants ITS2 majoritaires (A1bq avec un poids 

supérieur à 20% sur cet axe). C’est sur l’axe 3 que l’on peut différencier Med1 de Med2 (à l’aide 

du variant 53712) et la différenciation entre BanRuf et les autres anémones est visible dans la 

troisième dimension de la dapc et semble due à deux variants (53803 et 53804). La 

différenciation entre la Manche et la Méditerranée serait donc due à la présence dans la Manche 

d’une souche particulière de Symbiodiniacées identifiable avec le variant ITS2 A1bp. 
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Figure II.4-7 : Analyse discriminante en composante principale sur les ITS2 (SymPortal) en fonction 

des clades/clusters hôte 

EngCh en violet, BanRuf en vert, Med1 en jaune, Med2 en orange, P. cinerea en noir 
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Les morphes observables chez A. viridis ne sont donc pas liés à la composition en 

Symbiodiniacées. En revanche, celle-ci est différenciée en fonction des clades/clusters 

génétiques identifiés chez l’hôte, avec semble-t-il un effet de la région d’origine des anémones, 

différenciant fortement Manche et Méditerranée. La différenciation des populations de 

symbiotes entre Manche et Méditerranée semble suivre les résultats obtenus chez une autre 

anémone symbiotique, Aiptasia couchii, pour laquelle une « lignée » méditerranéenne et une 

« lignée » atlantique ont été identifiées au sein du clade A tempéré (Grajales et al. 2016). 

L’utilisation de l’ITS2 est particulièrement appropriée pour la mesure et la compréhension de 

la diversité génétique à l’échelle de l’espèce (Coffroth & Santos 2005; LaJeunesse & Thornhill 

2011). Comme la différenciation symbiotique entre les lignées méditerranéennes semble être 

due à des variants rares d’ITS2, l’amélioration de la mesure de la diversité symbiotique au sein 

d’A. viridis par l’utilisation de marqueurs plus résolutifs sur des temps évolutifs courts (comme 

des marqueurs microsatellites) permettrait de préciser le niveau de différentiation des 

populations de Symbiodiniacées entre BanRuf, Med1, Med2. 

La nature des morphes d’A. viridis reste encore à éclaircir (Chapitre IV.1.2), mais la génération 

du nombre important de marqueurs grâce au séquençage RAD pourrait servir à une analyse 

d’association phénotype-génotype qui pourrait identifier des SNPs corrélés avec la 

différenciation morphologique des anémones (Korte & Farlow 2013). Mais cette variation 

pourrait aussi être due à une réponse plastique aux conditions locales au moment de 

l’établissement de la larve suivie d’une canalisation développementale (Kawecki & Ebert 2004; 

Zamer & Mangum 1979). 
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A1. Conspicuous morphological differentiation without 

speciation in Anemonia viridis (Cnidaria, Actiniaria) 
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Fig. 1. Colour morphs of A. viridis defined by the content of GFP-like proteins. The inset shows the fluorescence of the 

animals excited by ultraviolet light (366 nm). From left to right: var. rustica, var. smaragdina, and var. rufescens. 

choose to denominate them as varieties 

within the species A. viridis (Forska l, 1775), 

given the priority arising from the earlier 

description date. Five different morphs (var. 

rufescens, rustica, smaragdina, viridis, and 

vulgaris) have been differentiated amongst a 

larger number of colour variants initially 

described by Andres (1884) and Gosse (1860) 

based on the type of green fluorescent, red 

fluorescent and pink non-fluorescent host 

pigments that define the tentacle colouration 

(Wiedenmann, Rocker, & Funke, 1999) (Fig. 

1). These host pigments are homologous to 

the green fluorescent protein (GFP) from the 

bioluminescent jellyfish Aequorea victoria 

(Prasher, Eckenrode, Ward, Prendergast, & 

Cormier, 1992; Shimomura, Johnson, & 

Saiga, 1962) that can be either brightly green 

or red fluorescent proteins (FPs) or non-

fluorescent chromoproteins (CPs) 

(Leutenegger et al., 2007; Lukyanov et al., 

2000; Wiedenmann et al., 1999; Wiedenmann, 

Elke, Spindler, & Funke, 2000a). Anemonia 

viridis var. smaragdina, rufescens, and 

vulgaris display tentacles with pink tips, due 

to the expression of the CP (Lukyanov et al., 

2000; Wiedenmann et al., 1999). Moreover, 

A.viridis var. smaragdina, rufescens, and 

viridis contain high concentrations of green 

FPs in their tentacles and var. rufescens also 

display an additional orange/red FP on the 

underside of its tentacles (Wiedenmann et al., 

1999, 2000a). The tentacles of var. rustica and 

vulgaris do not contain GFP-like proteins in 

amounts that can be detected by 

spectroscopic techniques (Wiedenmann et al., 

1999). However lowlevel expression of green 

fluorescent protein gene as FP499 and non-

fluorescent red gene as CP562 has been found 

in var. rustica (Leutenegger et al., 2007). Two 

other morphs, var. alabastrina (Gosse, 1860) 

and albida (Andres, 1884) had been described, 

displaying white tentacles, respectively with 

and without pink tips (Wiedenmann, Kraus, 

Funke, & Vogel, 2000b). They have however 

already been shown to be aposymbiotic 

clones of var. vulgaris (alabastrina) and var. 

rustica (albida) (Wiedenmann et al., 2000b). 

The GFP-like proteins in the colour morphs 

of A. viridis are highly expressed in the 

ectodermal tissue of the tentacles and 

undetectable in the gastrodermal tissue 

containing the algal symbiont (Ganot et al., 

2011; Leutenegger et al., 2007; Wiedenmann 

et al., 1999). In addition to these anatomical 

features, the morphs were found to differ also 

on their reproduction modes. In the 

Mediterranean Sea, A. viridis var. rustica, var. 

vulgaris were described as predominantly 

clonal while var. viridis and var. rufescens 

were found to reproduce exclusively in sexual 

mode (Bulnheim & Sauer, 1984; Sauer, 1986; 

Sauer, M€uller, & Weber, 1986; Wiedenmann 

et al., 1999, 2000b). Representatives of var. 

smaragdina can be found as a smaller, clonal 

form (ecotype I sensu Schmidt, 1972) and 

larger, sexually reproducing form (ecotype II 

sensu Schmidt, 1972) (Wiedenmann et al., 

1999, 2000b). Therefore, the basic question 

arises whether the colour morph variation in 

A. viridis is diagnostic of different 

evolutionary lineages. 

Indeed, phenotypic plasticity can be very 

high in cnidarians, and is mostly due to light 

intensity and water movement directly 

influencing nutrients import, removal of 
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sediment, temperature, and salinity (Todd, 

2008). Amongst the conspicuous phenotypic 

variations in cnidarians, differences in 

colouration of individuals/colonies within 

one species are frequent and can be caused by 

different ratio content of fluorescent and non-

fluorescent proteins (Field, Bulina, 

Kelmanson, Bielawski, & Matz, 2006; Gittins, 

D’Angelo, Oswald, Edwards, & Wiedenmann, 

2015; Kelmanson & Matz, 2003). In 

numerous shallow water corals, the 

expression of GFP-like proteins is regulated 

by the amount of incident blue light, which 

can lead to striking differences in the 

colouration of the individuals exposed to 

different light environments (D’Angelo et al., 

2008). In addition, the copy number of 

functionally expressed GFP-like protein 

genes is critical in determining the 

colouration of different morphs (Gittins et al., 

2015). 

A photoprotective function has been 

suggested for the GFP-like protein in A. 

viridis based on the greater abundance of the 

strongly pigmented morphs smaragdina, 

viridis, and rufescens in most shallow water 

(Wiedenmann et al., 1999). The long-term 

competitive advantage of a clone of 

pigmented var. smaragdina over a clone of 

unpigmented var. rustica in a shallow-water 

habitat supports this notion (Wiedenmann et 

al., 2007). A study based on allozyme 

diversity at three loci in a single population of 

A. viridis in Banyuls sur mer, France 

concluded that var. rustica and vulgaris 

represent different species (Bulnheim & 

Sauer, 1984). The species status seems to be 

supported by the finding that the two variants 

occupy niches in different water depths from 

which they exclude each other by aggressive 

behaviour (Sauer, 1986; Sauer et al., 1986). 

However, the different morphs of A. viridis, 

despite being adapted to different habitats, 

could also represent a case of pronounced 

intraspecific variability as suggested for the 

’ecotypes’ that were defined based on the size 

and dominant mode of reproduction 

(Schmidt, 1972). 

Molecular markers for species delimitation 

are still lacking in Actiniaria, and more 

precisely in Anemonia, and the well-known 

lack of resolution of canonical barcoding 

markers in cnidarians (Shearer & Coffroth, 

2008; Shearer, Van Oppen, Romano, & 

W€orheide, 2002, but see Keshavmurthy et 

al., 2013) is all the more prevalent in sea 

anemones (Daly, Gusmao, Reft, & 

Rodriguez, 2010, Dohna & Kochzius, 2016, 

Daly et al., 2017, see however Canales-

Aguirre, Qui~nones, Hernandez, Neill, & 

Brante, 2015). Therefore, we assessed the 

taxonomic status of the three frequent morphs 

of A. viridis, var. smaragdina, rustica, and 

rufescens, by measuring their genetic 

differentiation by analysing nucleotide 

sequences of stress response genes. Previous 

studies of A. viridis have revealed a set of 

genes, called ’Kern’ genes, the expression of 

which was modified under symbiont 

presence/absence and/or stress conditions 

(Ganot et al., 2011; Moya et al., 2012). Based 

on the assumption that environmentally 

regulated genes could be more efficient 

markers for the delimitation of divergent 

stocks (Bensch, Ǻkesson, & Irwin, 2002; 

Garvin, Saitoh, & Gharrett, 2010), we 

developed ExonPrimed Intron-Crossing 

(EPIC) markers (Palumbi & Baker, 1994) on 

Kern genes to resolve the taxonomical status 

of the morphs var. smaragdina, rustica, and 

rufescens by a coalescent analysis. In 

addition, to assess the amount of fixed 

differences between the major colour morphs, 

we further explored the extent of clonality 

within A. viridis var. smaragdina and var. 

rustica at the local scale, within a 

Mediterranean population, using 

microsatellite markers. 

Materials and methods 
Genetic differentiation of the morphs 

Sampling. A total of 34 Anemonia viridis 

individuals representing three major morphs 

(var. smaragdina, rustica, and rufescens) were 

sampled between 2010 and 2014 at six sites 

in the Mediterranean Sea and two sites in the 

English Channel (as detailed in Table S1, see 

online supplemental material. Four 

individuals (three from the Mediterranean 

Sea and one from the Atlantic coast) from the 

sea anemone Paranemonia cinerea 

(Contarini, 1844) were also sampled to 

provide an outgroup for the subsequent 
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analyses (Table S1, see online supplemental 

material). To identify the morphotypes, we 

detected their respective diagnostic 

fluorescence patterns using a fluorescence 

torch (Tekna T6, FireDiveGear, the 

Netherlands). For each individual, tentacles 

were cut, flash frozen in dry ice or immersed 

in 70–95% ethanol in a 2 mL Eppendorf 

container and stored at -80C. 

DNA extractions. DNA extractions were 

performed using a salting out protocol 

(Miller, Dykes, & Polesky, 1988) modified as 

follows. For each individual, 15–30mg of 

tentacles was digested in a 530mL solution 

containing up to 300mg/mL of proteinase K 

at 56C for 3h. Proteins and sugars were then 

precipitated with 200mL of 5M NaCl solution 

and centrifuged at 10,000g for 5min. Then, 

the supernatant was collected and an equal 

volume of cold 96% ethanol was added to 

precipitate DNA overnight at -20C. Finally, 

after a second 5min centrifugation at 10,000g, 

the supernatant was eliminated, the DNA 

pellet was resuspended in 200mL Tris-EDTA 

buffer and stored at -20C. The final DNA 

concentration was measured using a 

Nanodrop1000 and varied from 100 to 

1000ng/mL. 

Development of taxonomic molecular 

markers. For 16 Kern genes (Ganot et al., 

2011; Moya et al., 2012), 38 Anemonia 

viridis specific primer pairs were designed 

after matching expressed sequence tags 

(ESTs) of A. viridis using tblastx (Sabourault, 

Ganot, Deleury, Allemand, & Furla, 2009) to 

putative orthologous genes in the two 

anthozoan genomes available at that time: the 

nonsymbiotic actinarian Nematostella 

vectensis (Stephenson, 1935) (Grigoriev et 

al., 2012) and the symbiotic scleractinian 

Acropora digitifera (Dana, 1846) (Shinzato et 

al., 2011).We used Geneious version R6 

(Kearse et al., 2012) as alignment tool 

between the contigs and their orthologues in 

both genomes (matrix cost DC5/¡4, 65% 

similarity, gap opening D 50, gap extension 

D 3). Primers flanking putatively conserved 

intron positions were designed using with 

Primer3 (Rozen & Skaletsky, 1999) using the 

A. viridis contigs as references. To check 

primers specificity, NCBI Blast searches with 

default settings were performed for each 

primer pair using the nr partition of GenBank, 

with the search narrowed down to cnidarians 

and Symbiodinium sp.  

PCR amplification and Sanger sequencing. 

Each PCR reaction was made in a final 

volume of 25mL with 1£ InvitrogenTM PCR 

buffer mix, 2mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 

1mM each of forward and reverse primer, 

0.8U InvitrogenTM PlatinumTM Taq DNA 

polymerase and 3ml of a 1/100 dilution of the 

DNA extracts. To determine the optimal 

annealing temperature for each primer pair, 

temperature gradient PCR was performed as 

follows: initial denaturation at 95C for 5min, 

35 cycles each composed of denaturation for 

30s at 95C, hybridization for 30s at 

temperatures between 50 and 68C, and 

elongation for 2 min at 72C. A final extension 

step was carried out at 72C for 7 min. 

The optimal hybridization temperatures 

were defined for each primer pair on a single 

individual (AlpS1). To test for primer 

specificity, a subsample of 16 individuals was 

amplified for each locus at the optimal 

hybridizing temperature thus defined. Primer 

pairs for which null alleles or multi-band 

amplification patterns were obtained were 

abandoned. The PCR reactions were 

visualized on a 0.8–2% agarose gel, 

depending on PCR product size, with 

GelRedTM (Biotium) at 0.25£ concentration 

and using TAE 1£ as electrophoresis buffer 

for 1h at 60V. When a more precise size 

definition was needed, the electrophoresis 

was performed on a 5 or 8% polyacrylamide 

gel using TBE 1£ as electrophoresis buffer 

and migration time and amperage depending 

on fragment size. 

For the validated primer pairs (Table 1), 

PCR products for the full sample set (38 

individuals) were directly Sanger sequenced 

at Macrogen Inc. (South Korea). In the few 

cases in which direct sequencing did not 

work, the PCR products were cloned using 

pGEM-T Easy cloning kit (Promega) and 4–

6 clones were sequenced per individual by 
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Sanger technology at Macrogen Inc. (South 

Korea). 

Sequence analysis. Sequences were checked 

using the software Aligner version 3.7.1 

(CodonCode) to identify homozygotes and 

heterozygotes. The direct sequencing of the 

amplification products for an individual 

heterozygote for alleles of different lengths 

results in the superimposition of two 

sequences, one of which is shifted in 

comparison to the other from the insertion/ 

deletion point. Comparing such 

superimposed sequences from direct and 

reverse sequencing allows the identification 

of the inserted sequence, and the phasing of 

the single nucleotide polymorphism between 

the two alleles. This deciphering was 

performed manually in our analysis. 

To reconstruct the haplotypes of the 

heterozygotes without indels, we used the 

software PHASE (Stephens, Smith, & 

Donnelly, 2001) using SeqPHASE (Flot, 

2010) to import/export data from/to PHASE. 

We aligned the sequences using ClustalW in 

BioEdit (Hall, 1999). The alignments were 

finalized manually for each locus. Finally, we 

calculated the nucleotidic diversity p for each 

locus on the whole dataset using MEGA6 

(Tamura,Stecher, Peterson, Filipski, & 

Kumar, 2013). 

Locus validation pipeline. The alignment of 

sequences amongst highly divergent genomes 

(N. vectensis and A. digitifera, the only 

anthozoan genomes available at the time of 

primer design) led to the design of primer 

pairs, which were sometimes not specific 

enough to reliably amplify the targeted 

sequences in A. viridis. We therefore 

discarded primers that amplified more than 

two DNA fragments, as detected by gel 

electrophoresis, in a given individual from 

the 16 individuals’ subset. Amongst the PCR 

primers that passed this first test, we also 

discarded the ones that resulted in more than 

two variant sequences in a given individual 

after direct sequencing of the PCR products. 

In consequence, our filtering against 

paralogous sequences was determined by two 

steps: the amplification step and the amplicon 

sequencing step. For both of them, if more 

than two sequences were revealed (more than 

two bands on the gel electrophoresis and 

unreadable sequences respectively), primers 

were discarded. 

Gene trees reconstruction. For each locus, a 

gene tree was built with MEGA6 using both 

maximum parsimony (MP) and maximum 

likelihood (ML) algorithms. The optimal 

substitution matrix for ML calculation was 

obtained for each locus from MEGA6, and 

500 bootstrap pseudoreplicates were 

performed for each tree for clade support. For 

each tree, a bootstrap consensus tree was built 

with a cut-off value of 35%. Haplotype 

networks for the same EPIC loci were also 

constructed using the TCS algorithm for 

maximum parsimony network (Clement, 

Posada, & Crandall, 2000) implemented in 

the software PopART version 1.7 (Leigh & 

Bryant, 2015). 

As required for the subsequent coalescent 

analysis (see below), ultrametric trees were 

constructed for each locus from ML trees 

obtained in MEGA6 (as described above) 

using MESQUITE (Maddison & Maddison, 

2017).  
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Species tree and species delimitation 

Using the ultrametric gene trees, we 

estimated the likelihood of different species 

trees using a coalescent approach in 

SpedeSTEM 2.0 (Ence & Carstens, 2011). It 

assumes all putative species as separate 

lineages and computes the likelihood for 

alternative species trees in various 

permutations and combinations of 

subpopulations by collapsing two or more 

species into a single lineage using 

theultrametric gene trees. Species boundaries 

were then compared using the Akaike 

information criterion. In this computation, we 

used an estimated value of u D 0.16 for A. 

viridis populations following Sole-cava and 

Thorpe (1991). A Bayesian estimation of the 

species delimitation and species tree was also 

performed using BPP (Bayesian 

Phylogenetics and Phylogeography) version 

3.3, method A11 (Yang, 2015). The method 

uses the multispecies coalescent model to 

compare different models of species 

delimitation and species phylogeny, 

accounting for incomplete lineage sorting due 

to ancestral polymorphism and gene 

tree/species tree conflicts (Rannala & Yang, 

2013; Yang & Rannala, 2010, 2014). For this 

analysis, we regrouped the individuals either 

by ’morph £ site’ or by ’morph £ region’ 

groups taking into account that BPP can 

merge, but not split, these groups into species. 

The population size parameters (us) were 

assigned the gamma prior G(32, 200), with 

mean 32/200 D 0.16. The divergence time at 

the root of the species tree (t0) was assigned 

the gamma prior G(4, 200), while the other 

divergence time parameters were assigned the 

Dirichlet prior (Yang & Rannala, 2010). Each 

analysis was run for 100,000 generations 

(with a burn-in of 10,000 generations) at least 

twice with different seeds to confirm 

consistency between runs. 

Convergence was further tested by running 

the analysis using two different guide trees, as 

stated by Yang (2015). We chose one that 

split the individuals first by region of origin 

and then by morph, and another that split the 

individuals first by morph and then by region 

of origin. 

Extent of clonality in A .viridis var. 

smaragdina and var. rustica 

Sampling. Eighty individuals of A. viridis 

were sampled in September 2015 in Saint-

Jean-Cap-Ferrat (43410590 0N, 7190270 0E). 

On each side of the bay, two pure patches, one 

of var. smaragdina, one of var. rustica (10 

individuals each) and a 2m2 area containing 

independent individuals, i.e., not clustered in 

patches (10 individuals of each morph) were 

sampled. All individuals sampled belonged to 

ecotype I (Schmidt, 1972). 

Microsatellite genotyping. DNA extractions 

were performed as previously described. 

Three A. viridis microsatellite loci (L19, L42, 

and L47, Table 1) were identified from the 

EST database (Sabourault et al., 2009) using 

MSATCommander 0.8.2 (Faircloth, 2008), 

and further validated following the procedure 

described for the EPIC markers. The 80 

individuals were amplified separately for 

each locus using the PCR protocol previously 

described except for the volume of template 

DNA: 1mL (for L19 and L42) or 3mL (for 

L47) of a 1/100 dilution of the DNA extracts. 

The amplification cycle was as described 

above, except for an annealing temperature of 

65C and a 30s elongation step for all loci. For 

each individual, a mixed dilution of the three 

PCR microsatellite loci (1/40 for L42 and 

L47, 1/30 for L19) was electrophorized along 

with a molecular weight marker on an 

automatic sequencer at Macrogen Inc. (South 

Korea). The electrophoregrams were read 

using STRand version 2.2.30 (Toonen & 

Hughes, 2001). 

Detection of clonal genotypes. Clonal 

genotypes were detected using Genclone 

(Arnaud-Haond & Belkhir, 2006). This 

software computes the probability of 

obtaining the observed multilocus genotypes 

(MLG) under sexual reproduction, 

considering the allelic frequencies and the 

mean heterozygote deficiency (FIS) in the 

population. When the probability of obtaining 

the observed number of occurrences of an 
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MLG was lower than 5%, this MLG was 

considered as clonal. 

The proportions of clonal individuals or 

MLGs were compared amongst the two 

morphs by performing an exact RxC test 

using the RxC software (Raymond &Rousset, 

1995) with default settings. 

Results 
EPIC validation 

A total of 38 primer pairs targeting 16 Kern 

genes were tested, and after sequencing of the 

amplicons, seven of them revealed to be 

specific and reliably amplified the desired 

target gene sequence (ca2c, ca2m, duf140, 

RNAbinding5, rnf34, tyrK, sym32). These 

seven primer pairs amplified a homologous 

target in the outgroup P. cinerea as well. 

Nucleotide diversity varied amongst loci 

between 0 and 5% (Table 1). Primers had 

been designed to target introns in A. viridis 

whose positions were conserved between N. 

vectensis and A. digitifera (alignments not 

shown). Only three of these primer pairs 

finally led to the amplification of an intron 

sequence (duf140, RNAbinding5, tyrK). 

Even if no intron was found for ca2m and 

sym32, the obtained coding sequences did 

contain polymorphisms. The amplification of 

ca2c and rnf34 showed no genetic variation 

amongst the individuals analysed (outgroup 

included). Across all polymorphic loci, we 

obtained 303 parsimony informative 

positions. The obtained sequences are stored 

in GenBank under the accession’s numbers: 

MF567601–MF567676 for TyrK, 

MF567677–MF567752 for Ca2m, 

MF567753–MF567824 for Sym32, 

MF567825–MF567892 for duf140 and 

MF567893–MF567966 for RNAbinding5. 

Gene trees and haplotype network 

For each of the five polymorphic loci 

(ca2m, duf140, RNAbinding5, tyrK, 

sym32), we built ML and MP trees. The ML 

trees are shown in Figure S1 (see online 

supplemental material). For all loci, both 

analyses gave similar results, with most trees 

being only partially resolved, with no clear 

clustering either by morphs or geography. 

None of the haplotype networks showed 

grouping of alleles depending on morphology 

or geography (Figs 2– 6). Whatever the locus, 

all morphs shared common alleles. 

Reticulation could be high (for tyrK and 

duf140, Figs 2, 3) even for a locus with low 

nucleotide diversity. For RNAbinding5, two 

groups of closely related alleles were clearly 

 

Fig. 2. Haplotype network of TyrK. A TCS haplotype network was drawn on each EPIC independently in PopART. 

Colours are attributed to morphs according to legend. For each haplotype, circle size indicates the number of occurrences. 
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identified (Fig. 4), which may indicate the 

amplification of paralogous genes. However, 

no individual with more than two sequence 

variants was found making the hypothesis of 

paralogous genes highly unlikely. Moreover, 

the divergence between these two allele 

groups is mainly due to the presence of a 

single large indel within the intron sequence. 

On the whole, many alleles are shared 

between P. cinerea and A. viridis, providing 

enough instances of incomplete sorting of 

ancestral polymorphisms to hypothesize that 

P. cinerea is a close relative of A. viridis. 

Species delimitation and species tree 

In the context of low phylogenetic signal, the 

multilocus coalescent approach can still 

extract pertinent information on species 

delimitation (Ence & Carstens, 2011; Yang, 

2015). Both SpedeSTEM (Table 2) and BPP 

(Table S1, see online supplemental material) 

analyses indeed pointed to the same result: 

the only clearly identified separated lineage 

in our data is the outgroup P. cinerea. In 

SpedeSTEM, all the A.viridis individuals 

formed a single lineage (Table 2). In BPP, all 

the A.viridis individuals were lumped in a 

single lineage (posterior probability of the 

species of 0.83), except for the A.viridis var. 

rufescens individuals from the Mediterranean 

Sea, which regrouped with the P. cinerea 

outgroup (posterior probability of the species 

of 0.65) (Table S2, see online supplemental 

material). The grouping of individuals 

according to their regions of origin (English 

Channel vs Mediterranean Sea) is more 

probable than their grouping according to 

their morphs (best of the worst hypothesis in 

SpedeSTEM, Table 2). 

Clonality 

In total, 38 var. smaragdina and 39 var. 

rustica individuals were genotyped for three 

microsatellite markers L19, L42, and L47 

(Table 1). We obtained 36 different 

genotypes (20 for var. smaragdina, 16 for var. 

rustica). Amongst these genotypes, 25 were 

unique (found in a single individual) (16 for 

var. smaragdina, nine for var. rustica). The 

other 11 genotypes were each found in two to 

eight individuals, and, due to the allelic 

frequency distribution on the three loci, were 

all clonal, according to Genclone analysis 

(i.e., for each of them, the probability of 

having that many individuals with this 

genotype produced by sexual reproduction 

was lower than 5%, even after correcting for 

heterozygote deficit) (Supplementary Table 

1). 

Even if clonality seemed more frequent in our 

samples in var. rustica (MLG D 7) than in var. 

smaragdina ecotype I (MLG D 4) (Table S2, 

see online supplemental material), neither the 

number of clonal genotypes, nor the number 

of clonal individuals were significantly 

different in both morphs (RxC test, P values 

of 0.159 and 0.092 resp.). 

 

Discussion 
Expressed genes as species delimitation 

markers 

We have tested the use of two different 

molecular markers to define the taxonomic 

status of different morphs of Anemonia 

viridis. Firstly, we conducted an EPIC 

analysis of stress response genes (Ganot et al., 

2011; Moya et al., 2012), previously 

considered to represent potentially 

informative phylogenetic markers (Bensch et 

al., 2002; Garvin et al., 2010). 

Amongst the seven amplified loci, four, ca2c, 

rnf34, ca2m, and sym32, were finally not 

EPICs, as the amplified fragment did not 

contain any intron in both A. viridis and P. 

cinerea. Nevertheless, sym32 and ca2m 

displayed nucleotide diversities of 1.3 and 

2.4% (Table 1) and could be used in 

subsequent analyses. On the other hand, a 

total lack of polymorphism, without any 

divergent positions (including the outgroup), 

was observed in ca2c and rnf34. This high 

conservation of these coding sequences, even 

at degenerate codon positions, is a testimony 

of the high level of background selection  
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Fig. 3. Haplotype network of DUF140. A TCS haplotype network was drawn on each EPIC independently in PopART. 

Colours are attributed to morphs according to legend. For each haplotype, circle size indicates the number of occurrences. 
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Fig. 4. Haplotype network of RNAbinding5. A TCS haplotype network was drawn on each EPIC independently in 

PopART. Colours are attributed to morphs according to legend. For each haplotype, circle size indicates the number of 

occurrences. 
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acting on these two loci, and therefore of their 

crucial role for the organism (i.e., pH 

homoeostasis and protein turnover, 

respectively). It is interesting to note that in 

A. viridis, the loss of introns whose positions 

were conserved amongst Nematostella 

vectensis and Acropora digitifera was not 

directly linked to the level of conservation of 

the surrounding coding sequence. 

 

Anemonia viridis, how many species? 

Species complexes can often arise without 

morphological segregation, as in the case of 

cryptic species (Bickford et al., 2007). In 

cnidarians, several examples of cryptic 

species have already been described (Ladner 

& Palumbi, 2012; Pfenninger & Schwenk, 

2007; Warner, van Oppen, & Willis, 2015). 

In the worldwide distributed scyphozoan 

Aurelia aurita, genetic variation was found 

much higher than previously thought and nine 

cryptic species were described despite very 

low morphological variation throughout the 

worldwide distribution (Dawson & Jacobs, 

2001). Furthermore, recently described sea 

anemone species Exaiptasia brasiliensis 

could only be differentiated from Exaiptasia 

pallida using molecular markers, the two 

species being morphologically 

undistinguishable (Grajales & Rodriguez, 

2016). On the other hand, clear phenotypic 

differences, such as differences in spawning 

time, have been recognized as diagnostic for 

species level differentiation, as in the 

scleractinian Acropora samoensis (Rosser, 

2015). It should, however, be noted that 

marked morphological differences were not 

linked to any detectable genetic difference in 

the sea anemone Phymanthus crucifer 

(Gonzalez-Mu~noz et al., 2015). 

In the case of A. viridis, species status for 

the colour morphs first described by Andres 

(1884) and Gosse (1860) has been widely 

discussed. The major variants are 

characterized by different reproductive 

strategies (Sauer, 1986; Wiedenmann et al., 

1999, 2000b), different depth distributions 

(Sauer, 1986; Sauer et al., 1986; Wiedenmann 

et al., 1999, 2007) and in some cases, genetic 

differentiation (Bulnheim & Sauer, 1984). 

Following Bulnheim & Sauer (1984), A. 

viridis was separated into two species, with 

var. rustica being raised to species level, 

under the name Anemonia rustica. The other 

morphs had been regrouped into Anemonia 

sulcata. However, subjected to more thorough 

genetic analysis, the differences amongst the 

morphs were not so clear cut: the colourless 

morph var. rustica had been shown to still 

express at very low level both the GFP and 

the pink pigment diagnostic of the other 

morphs (Leutenegger et al., 2007). 

Our phylogenetic results confirm the lack 

of genetic differentiation amongst the 

morphs. Indeed, none of the gene trees 

displayed a morph based clustering (Figs 2–6 

and Supplementary Fig. 1), and the two 

coalescent analyses agreed on pooling two of 

the morphs (var. rustica, smaragdina) in the 

same species, while clearly identifying the P. 

cinerea outgroup despite obvious incomplete 

lineage sorting (Table 2; Table S1, see online 

supplemental material). 

Table 2. SpedeSTEM validation results. The SpedeSTEM software was used to evaluate by coalescence analysis the 

likelihood of different species trees considering the gene trees observed. Only the four best biologically relevant scenarios 

are shown in the table. Origin codes (Morph £ Sampling): Ruf, A.v. var. rufescens; Sma, A.v. var. smaragdina; Rus, A.v. 

var. rustica; Med, Mediterranean Sea; Enc, English Channel; Pcin, P.cinerea outgroup. LnL, logarithm of the likelihood, 

k number of parameters for the likelihood ratio test. 

Species Tree Topologies lnL k 

Pcin, (RufMedCSmaMedCRusMedCRufEnCCSmaEnCCRusEnC) 
RufMed, (Pcin, (SmaMedCRusMed) (RufEnCCSmaEnCCRusEnC)) 
RufMed (Pcin, (SmaMedCRusMed), (RufEnC, (SmaEnCCRusEnC)) 
Pcin, (RufMedCSmaMedCRusMed), (RufEnCCSmaEnCCRusEnC) 
Pcin, (RufMedCRufEnC), (SmaMedCSmaEnC), (RusMedCRusEnC) 
Pcin, RufMed, RufEnC, SmaMed, SmaEnC, RusMed, RusEnC 

-34745.86 
-39994.15 
-40324.37 
-40107.16 
-40438.23 
-40324.45 

1 
3 
4 
2 
3 
6 
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One may argue that the apparent genetic 

homogeneity amongst the morphs could be a 

consequence of a lack of resolution due to the 

nature of our markers (introns or even coding 

sequences of stress response genes). 

However, divergent species as proposed for 

the Anemonia morphs should be readily 

discriminated with very few markers (Bensch 

et al., 2002; Garvin et al., 2010; C. T. Smith, 

Templin, Seeb, & Seeb, 2005), all the more 

with loci under divergent selection, which 

could be efficient in detecting locally adapted 

species (Bensch et al., 2002). None of our 

markers displayed clear cut segregation 

amongst morphs, as one could expect from 

adaptive loci in locally adapted species (see 

Bensch et al., 2002 for an example). Even the 

outgroup Paranemonia cinerea was not totally 

differentiated as in many cases, alleles were 

shared between this species and Anemonia 

individuals (Figs 2–6). As such, the repeated 

lack of differentiation is not per se a proof of 

absence of reproductive barrier amongst the 

morphs. As it has been shown in Ciona, parts 

of the genome can display such a lack of 

differentiation even amongst established 

species (Sato, Satoh, & Bishop, 2012). The 

sharing of alleles amongst independent 

lineages could also be due to incomplete 

sorting of ancestral alleles, a pervasive 

phenomenon amongst recently derived 

species, the so-called ’grey zone’ (De 

Queiroz, 2007), and a major source of 

incongruence amongst gene trees and species 

trees (Fujita, Leache, Burbrink, McGuire, & 

Moritz, 2012). In such cases, the coalescent 

approach can recover the true species tree, 

even from poorly resolved gene trees 

(Carstens, Pelletier, Reid, & Satler, 2013; 

Yang, 2015). 

Fig. 5. Haplotype network of CA2m. A TCS haplotype network was drawn on each EPIC independently in PopART. 

Colours are attributed to morphs according to legend. For each haplotype, circle size indicates the number of occurrences. 
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Applying both SpedeSTEM (Ence & 

Carstens, 2011) and BPP (Yang, 2015) 

analyses (Table 2 and Table S2, see online 

supplemental material) to our data set, this 

approach clearly identified P. cinerea as a 

divergent species from A. viridis var. 

smaragdina and rustica. In contrast, the two 

A. viridis morphs were clearly merged into a 

single lineage. The only separation amongst 

A. viridis individuals that was picked up by 

these analyses was not amongst morphs, but 

between Mediterranean and English Channel 

populations. Again, the level of separation 

was not indicative of speciation. In summary, 

the erection of the A. viridis morph rustica to 

the rank of separate species Anemonia rustica 

(Bulnheim & Sauer, 1984), is not supported 

by the present analysis. 

We confirm by microsatellite diversity 

analysis that the var. smaragdina ecotype I is 

as clonal as the other morphs of the same 

ecotype (Table S3, see online supplemental 

material). It should however be noted that in 

our clonality analysis, we only sampled 

individuals that were present in patches or 

occurred very close to each other, as our aim 

was to detect the occurrence of clonality in A. 

viridis var. smaragdina ecotype I. The highly 

clonal nature of the morphs observed here and 

in previous studies (Sauer, 1986; Sauer et al., 

1986; Wiedenmann et al., 2000b, the present 

study) may have led the authors of the 

previous studies (Bulnheim & Sauer, 1984; 

Sauer, 1986; Wiedenmann et al., 2007) to 

Fig. 6. Haplotype network of Sym32. A TCS haplotype network was drawn on each EPIC independently in PopART. 

Colours are attributed to morphs according to legend. For each haplotype, circle size indicates the number of occurrences 
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interpret within species clonal genotype 

competition as amongst species niche 

exclusion. Indeed, the results of our species 

delimitation analysis clearly show that 

genetic differentiation amongst A. viridis 

colour morphs is definitely more akin to 

population processes than to species 

divergence. Unravelling the mechanisms of 

local adaptation in Anemonia viridis may 

therefore provide the answer to the question 

of the exact nature of these colour morphs. 

Even if microsatellites loci could be used to 

describe the population genetic structure, 

genotype environment associations detection 

needs a deeper genome coverage, that is more 

easily achieved today by SNPs mass 

genotyping approaches. This is the technical 

option we chose to develop in our future 

studies of Anemonia viridis morphs. 

Conclusion 
Why are there so many different colour 

morphs? All FPs and CPs discovered so far in 

cnidarians have originated from the same 

ancestor protein but multiple parallel 

evolution of different pigment colours 

occurred in this gene family (Alieva et al., 

2008; Kelmanson & Matz, 2003; Shagin et 

al., 2004). Several functions have been 

suggested for GFP-like proteins (Eyal et al., 

2015; Roth, Fan, & Deheyn, 2013). Amongst 

them, the initially proposed photoprotective 

function of FPs and CPs in zooxanthellate, 

shallowwater cnidarians (Kawaguti, 1944; 

Salih, Larkum, Cox, K€uhl, & Hoegh-

Guldberg, 2000; Wiedenmann et al., 1999) 

has been supported by experimental evidence 

(D’Angelo et al., 2012; Gittins et al., 2015; E. 

G. Smith, D’Angelo, Salih, & Wiedenmann, 

2013). Colour polymorphism is commonly 

found amongst these taxa with A. viridis 

providing a striking example (Field et al., 

2006; Kelmanson & Matz, 2003; 

Leutenegger et al., 2007; Oswald et al., 

2007). Despite being responsible for strong 

phenotypic differences, the variable FP and 

CP content in A. viridis does not delineate 

different species. However clear this result is, 

the sample number in our study is not high 

enough to assess the level of genetic diversity 

within A. viridis and the biogeographic 

structure, especially at the local scale. 

Therefore, we cannot test for alternative 

hypotheses on the exact origin of the morphs. 

Do they correspond to different cohorts with 

distinct strategies of adaptive plasticity (a 

possible hypothesis in this highly clonal long-

lived species) (Foo & Byrne, 2016)? Can the 

different morphs belong to a same cohort, 

split into different morphs by local plastic 

response at larval settlement and 

developmental canalization (Kawecki & 

Ebert, 2004; Kinne, 1962; Zamer & Mangum, 

1979)? Are the different morphs due to 

different alleles maintained through local 

balanced selection acting on FPs and CPs loci 

(Gittins et al., 2015)? Again, a more thorough 

genetic exploration, in terms of number of 

individuals sampled and genome coverage is 

still needed to reveal the exact nature of A. 

viridis morphs. 
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Supplementaries 

Figure S1: For each locus a ML tree was built using the best substitution model as defined in 

MEGA6. These models were JC (Sym32), JC+I (CA2m), T92+Γ (TyrK, RNAbinding5), 

T92+Γ+I (DUF140). Each allele for each individual is designated in the tree as follows: Site (3 

letters, see table 1) + morph (1 letter, see table 1) + individual ID number + allele (a or b). 
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TyrK 
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DUF140 
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RNAbinding5 
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CA2m 
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Sym32 
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Table S1: Sampling Population details 

Sampling of individuals used in the phylogenetic analysis. Table shows the species and morphs 

identifications, the sampling origins in term of regions (Mediterranean Sea,  

Med or English Channel, EnC), sites and GPS coordinates, the year of sampling, the number of 

individuals sampled per population (N) 

 

Table S2: BPP delimited species and their posterior probabilities 

Mean posterior probabilities over two replicates of two seed values of BPP analysis with the 

parameters described in the text. Only the species with posterior probabilities higher than 1% 

are shown, except for the two last ones, which would correspond to species regrouping all the 

individuals from the var. rustica and smaragdina respectively.Origin codes (Morph x Sampling): 

Ruf, A.v. var. rufescens; Sma, A.v. var.smaragdina; Rus, A.v. var.rustica; Med, Mediterranean 

Sea; Enc, English Channel; Pcin, P.cinerea outgroup. 

Posterior 

Probability  Species 

0.8393 RusMed+SmaMed+RusEnC+SmaEnC+RufEnC 

0.6519 RufMed+Pcin 

0.3477 RufMed+SmaEnC+Pcin 

0.1550 Pcin 

0.0888 SmaEnC+RufEnC 

0.0817 RusMed+SmaMed+RusEnC 

0.0572 SmaMed+SmaEnC=RufEnC 

0.0288 SmaEnC 

0.0254 RufEnC 

0.0202 RusMed+SmaMed+RusEnC+RufEnC 

0.0164 RusMed+SmaMed+RusEnC+SmaEnC 

0.0121 RusEnC 

0.0117 SmaMed 

0.0101 RusMed+SmaMed+RufEnC 

... ... 

0.0072 RusMed+RusEnC 

0.0005 SmaMed+SmaEnC 
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Table S2: Identification of clonal and sexual genotypes in A.viridis var. rustica and smaragdina 

in Saint-Jean-Cap-Ferrat 

Genclone analysis of the multilocus genotypes (MLG) obtained using three microsatellite loci 

(L19, L42 and L47). The probability of obtaining each MLG is computed from the allelic 

frequencies at each locus, assuming linkage equilibrium among loci and either panmixia or a 

systematic heterozygote deficiency (Fis) estimated from the data. The probability of obtaining 

these genotypes as many times as observed in the data assuming sexual repoduction  (i.e.  

panmixia, either complete or Fis corrected) is then computed from this value. A given MLG 

was considered as clonal when the corrected probability of being obtained as many times as 

observed through sexual reproduction was inferior to 0,05 (MLG id. marked with *) or to 0,01 

(MLG id. Marked with **) 

 

 Loci          

L47 L42 L19 MLG pgen pgen (fis) 

Nb 

ramet

s 

reencounte

r 

psex 

reencounte

r 

psex(fis) 

reencounte

r 

Morph 

108/109 216/221 296/308 1** 4.89E-006 2.93E-006 2 1 3.76E-004 2.25E-004 Rustica 

106/107 216/221 304/316 2 7.73E-006 8.81E-006 1 0 - - Smaragdina 

107/108 216/220 292/296 3 3.79E-006 4.32E-006 1 0 - - Rustica 

107/109 216/221 304/316 4 1.85E-004 2.11E-004 1 0 - - Smaragdina 

108/109 215/216 296/304 5** 1.21E-004 1.38E-004 8 7 9.13E-019 2.29E-018 Smaragdina 

108/109 216/216 300/308 6** 2.35E-003 1.41E-003 6 5 1.22E-006 9.95E-008 Rustica 

108/109 216/219 300/316 7 6.59E-004 7.52E-004 1 0 - - Rustica 

108/109 216/221 288/292 8 3.25E-005 3.71E-005 1 0 - - Smaragdina 

108/109 216/221 292/292 9 4.88E-005 -5.28E-005 1 0 - - Smaragdina 

108/109 216/221 296/304 10 8.78E-004 1.00E-003 1 0 - - Smaragdina 

108/109 216/221 296/308 11 1.70E-003 1.94E-003 1 0 - - Smaragdina 

108/109 216/221 304/304 12 7.81E-004 4.56E-004 1 0 - - Smaragdina 

108/109 216/221 304/308 13 3.02E-003 3.45E-003 1 0 - - Smaragdina 

108/109 216/221 304/316 14** 1.85E-003 2.11E-003 8 7 1.62E-010 3.99E-010 Smaragdina 

108/109 216/221 308/308 15 2.93E-003 2.50E-003 1 0 - - Smaragdina 

108/109 217/221 308/312 16 4.73E-005 5.39E-005 1 0 - - Smaragdina 

108/109 218/223 304/316 17 1.33E-006 1.52E-006 1 0 - - Smaragdina 

109/109 216/216 300/308 18 1.41E-003 1.54E-003 1 0 - - Rustica 

109/438 216/220 292/296 19 3.63E-005 4.14E-005 1 0 - - Rustica 

109/443 216/219 300/316 20 6.26E-004 7.14E-004 1 0 - - Rustica 

109/443 216/221 300/308 21* 2.69E-003 3.07E-003 3 2 1.86E-002 2.37E-002 Rustica 

109/443 219/221 308/316 22 7.82E-004 8.92E-004 1 0 - - Smaragdina 

111/111 219/221 308/316 23 3.43E-006 4.27E-005 1 0 - - Smaragdina 

121/443 219/221 308/316 24 3.26E-005 3.72E-005 1 0 - - Smaragdina 

122/443 219/221 308/316 25 3.26E-005 3.72E-005 1 0 - - Smaragdina 

438/438 216/217 308/308 26** 1.62E-004 3.09E-004 7 6 4.19E-015 2.04E-013 Rustica 

438/438 216/220 292/296 27** 1.21E-005 3.10E-005 4 3 1.30E-010 2.17E-009 Rustica 

438/438 216/220 300/316 28 9.59E-005 2.45E-004 1 0 - - Rustica 

438/438 216/220 308/320 29 1.39E-005 3.55E-005 1 0 - - Rustica 

443/443 216/219 300/316 30 2.48E-004 5.78E-004 1 0 - - Rustica 

443/443 216/219 304/316 31 2.64E-004 6.17E-004 1 0 - - Rustica 

443/443 216/221 300/308 32* 1.07E-003 2.49E-003 3 2 3.16E-003 1.60E-002 Rustica 

443/443 217/221 308/312 33 1.78E-005 4.15E-005 1 0 - - Smaragdina 

443/443 219/221 308/316 34** 3.10E-004 7.22E-004 4 3 2.13E-006 2.65E-005 Smaragdina 

443/457 216/221 300/308 35** 4.49E-004 5.12E-004 5 4 5.36E-008 9.04E-008 Rustica 

443/457 219/221 308/316 36* 1.30E-004 1.49E-004 2 1 9.99E-003 1.14E-002 Smaragdina 

MLG, multilocus genotype id.; pgen, genotype probability assuming sexual repoduction; pgen (fis), 

genotype probability assuming sexual reproduction with a deviation from Hardy Weinberg equilibrium 
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frequencies; Nb ramets, number of individuals oberved for the MLG, reencounter, number of observed 

repeated occurences of the MLG; psex reencounter, probability of observing the number of repeated 

occurencies assuming sexual reproduction; psex (fis) reencounter,  probability of observing the number 

of repeated occurencies assuming sexual reproduction with a deviation from Hardy Weinberg 

equilibrium frequencies; Morph, Morph of the animals with the MLG. 

 

 

 

 

 

Table S2: Analysis of clonal genotypes for var. rustica and var. smaragdina morphs 

Each individual was scored as clonal or sexual if it displayed a clonal or sexual multilocus 

genotype (MLG). An MLG was defined as clonal according to Genclone analysis, if the 

probability of obtaining by sexual recombination as many individuals as observed with this 

genotype was below 5%. MLGs, Multilocus genotypes. 

 

Reproduction Modes Number of individuals Number of MLGs 

 rustica smaragdina rustica smaragdina 

Clonal 30 22 7 4 

Sexual 9 16 9 16 

Total 39 38 16 20 

MLGs, Multilocus genotypes 
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A2. The many faced symbiotic snakelocks anemone 

(Anemonia viridis, Anthozoa): host and symbiont 

genetic differentiation among colour morphs. 

 



 

Introduction 

The most straightforward way to recognize a 

species is from its morphological description. 

However, there are limits to the applicability 

of this. Indeed, in several cases, different 

species have no distinguishing phenotypic 

features, leading to the concept of cryptic 

species (see for review Struck et al., 2018; 

Fišer et al., 2018). Many studies have shown 

that cryptic species are quite common in most 

of the animal phyla (Pfenninger and 

Schwenk, 2007; Pérez-Ponce de León and 

Poulin, 2016). In the marine realm, the 

number of described cryptic species has 

increased in the last years thanks to new and 

diversified molecular approaches (see for 

review Pante, Puillandre, et al., 2015), but 

Appeltans et al. (2012) estimated that many 

species remain to be discovered. The forces 

explaining the existence of cryptic species in 

some groups are not clear, but could be the 

result of low standing genetic variation or 

environmental/developmental constraints 

(see for review Struck et al., 2018). 

On the other hand, morphological 

polymorphisms could be due to phenotypic 

plasticity and response to a given 

environment (Price et al., 2003). Many 

species transplant experiments have shown 

that the same genotype could generate 

different phenotypes depending on the 

environmental conditions (Merilä and 

Hendry, 2013). Those morphological 

variations among individuals could even be 

due to environmentally stabilized allelic 

polymorphisms, as in the well-known 

example of the peppered moth Biston 

betularia (Creed et al., 1980), rather than to a 

loss of interfecundity among morphs.  

In cnidarians, morphological variation is 

often a poor indicator of species divergence. 

Corals are especially well known to 

demonstrate extraordinary variation in eco-

morphology that may or may not correspond 

well with the underlying genetic diversity 

(Veron and Pichon, 1976; Flot et al., 2011; 

Schmidt-Roach et al. 2013). In addition, 

Schmidt-Roach et al. (2013) showed that 

depending on the molecular marker used, the 

ecomorphs could be either grouped together 

or sub-divided. In sea anemones also, 

morphological traits are poor predictors of 

species delimitation (Rodríguez et al., 2014). 

In the species Actinia equina (Douek et al., 

2002; Pereira et al., 2014) and Phymanthus 

crucifer (González-Muñoz et al., 2015), 

phenotypic diversity was not strictly linked to 

genetic differences. Moreover, in the genus 

Anthothoe, Spano et al. (2018) recently 

identified the existence of several cryptic 

species not revealed by the characters used in 

morphological classification. In addition, 

many species of cnidarians live in symbiosis 

with intracellular photosynthetic 

dinoflagellates belonging to the family 

Symbiodiniaceae (LaJeunesse et al., 2018) 

that play an important trophic role (Muscatine 

et al., 1991) and could also influence the 

cnidarian phenotype. Indeed, it has been 

shown that in the coral Madracis pharensis, a 

correlation between the symbiont Breviolum 

sp. (formerly Clade B) present in the host 

cells and the colour morph of the host exists 

(Frade et al., 2008). The authors suggested 

that this diversity in colour could be a 

functional response to light, thus 

demonstrating, the existence of putative 

strong links between host phenotype and 

symbiont population. 

The sea anemone Anemonia viridis (Forskål 

1775) is a conspicuous member of benthic 

communities throughout the Mediterranean 

Sea and from the Azores to the North Sea. It 

is among the largest sea anemones in the 

region and can form extensive aggregations 

of clonemates that can carpet the benthos. It 

thus plays an important role in shaping 

benthic community structure, as a dominant 

benthic predator in temperate habitats. A. 

viridis displays five colour morphs, 

characterised by the expression pattern of 

genes coding for fluorescent and non-

fluorescent proteins: the three most frequent 

of these morphs are var. rustica (no 

detectable fluorescence and no pink tentacle 

apex), var. smaragdina (green fluorescent 

proteins expression and pink tentacle apices) 

and var. rufescens (green and red-orange 

fluorescent proteins expression and pink 

tentacle apices) (Wiedenmann et al., 1999; 

Wiedenmann, Elke, et al., 2000). The 
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taxonomic nature of these morphs have been 

debated for a long time and the functional role 

of the fluorescence is not elucidated in A. 

viridis yet. Recently, De Brauwer et al. 

(2018) suggested to use the fluorescence 

properties of coral reef fishes as a survey tool 

for cryptic marine species. Therefore, the 

hypothesis of the existence of a correlation 

between genetic differentiation and 

fluorescence among A. viridis morphs could 

be relevant. In the past, based on allozyme 

differentiation and presumed different 

reproduction strategies, some authors already 

raised the non-fluorescent var. rustica to 

species level, (Bulnheim and Sauer, 1984; 

Sauer, 1986; Sauer et al., 1986). Furthermore, 

Wiedenmann et al. (1999) highlighted a 

differential bathymetric distribution of the 

var. rustica and var. smaragdina in the first 

two meters of depth, raising the question of 

the adaptive nature of the morphs. In our 

previous work (Mallien et al., 2017), using 

Exon-Primed Intron-Crossing (EPIC) 

polymorphism analysis with relatively few 

EPIC loci (n = 5) for a relatively low number 

of individuals (n = 34), we did not detect any 

clear phylogenetic split among the morphs. 

However, our conclusions may have lacked 

the resolution needed to detect incompletely 

separated lineages. This last scenario will 

correspond to what De Queiroz (2007) 

defined as the “grey zone of speciation” 

where the level of population 

interconnectivity is decreasing leading to the 

build-up of independent genetic pools. This 

scenario could not be a priori excluded for 

the A. viridis colour morphs, but to evaluate 

such an ongoing split between emergent 

morph lineages, it is necessary to use more 

powerful molecular investigations than the 

ones we used previously. Consequently, here 

we have used a RADsequencing (RADseq) 

approach in order to generate several tens of 

thousands of genetic markers in a larger 

collection of individuals, a sampling scheme 

fit to uncover population level diversity 

patterns, species delimitation, and their 

phylogenetic relationships (Emerson et al., 

2010; Pante, Abdelkrim, et al., 2015; Ree and 

Hipp, 2015). Moreover, previous studies 

investigating the nature of A. viridis morphs 

did not systematically consider A. viridis as a 

holobiont. A. viridis’ gastrodermal tissue 

harbours millions of dinoflagellate cells 

(Muscatine et al., 1998; Suggett et al., 2012; 

Zamoum and Furla, 2012; Ventura et al., 

2016) belonging to the family 

Symbiodiniaceae (LaJeunesse et al., 2018) 

that live in a close trophic relationship (Davy 

et al., 1996) and which are vertically 

transmitted (Schäfer 1984). The 

Symbiodiniaceae associated to A. viridis 

belong to the Temperate Clade A (LaJeunesse 

et al., 2018; or A’ sensu Savage et al., 2002; 

and Visram et al., 2006) presenting not only 

an intra-clade genetic diversity partially 

structured by host species but also an intra-

host genetic diversity (Visram et al., 2006; 

Forcioli et al., 2011; Casado-Amezúa et al., 

2014). Among A. viridis morphs, no study 

provided a clear view of the symbiont genetic 

diversity distribution which could however 

be a driver of the morphological 

differentiation of A. viridis morphs. 

In the present study, we tested for the 

existence of genetic divergence among the 

three most frequent A. viridis morphotypes 

var. smaragdina, rustica and rufescens using 

high throughput host genotyping by RADseq. 

In addition, we also tested for correlation 

between host morph and the genetic diversity 

of symbiont populations. This diversity was 

assessed using the rDNA ITS2 sequence 

variation, a known standard for 

Symbiodiniaceae diversity assessment, 

through a targeted sequencing approach and 

using two independent methods for the 

identification of the ITS2 variants; SymPortal 

(Hume et al., 2019) and an ad hoc pipeline 

(D&S). 

 

Materials and Methods 

Sampling 

We sampled 177 individuals of Anemonia 

viridis belonging to the three most frequent 

colour morphs (25 var. rufescens, 74 

var. rustica and 78 var. smaragdina) sampled 

from five locations (three in the 

Mediterranean Sea and two in the English 

Channel) between 2011 and 2014. To identify 
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the morphotypes, we detected their respective 

diagnostic fluorescence patterns using a 

fluorescence torch (Tekna T6, FireDiveGear, 

the Netherlands). In addition, four individuals 

of Paranemonia cinerea were used as an 

outgroup. The sampling sites are detailed in 

figure 1. For each specimen, a dozen tentacles 

were cut, fixed as soon as possible in 70% 

ethanol and preserved at -80°C until DNA 

extraction. 

DNA extraction 

All DNA extractions were performed as in 

Mallien et al. (2017) using a modified 

“salting out” protocol (Miller et al., 1988). 

However, to test for Symbiodiniaceae DNA 

influence on RADseq efficiency, we isolated 

symbiont-free epidermal tissue of a tentacle 

from a subset of 63 samples following 

Richier et al. (2003) and performed DNA 

extraction on this tissue fraction following the 

same procedure. This allowed us to compare 

the yield in total RADseq loci among 

symbiont-rich and symbiont-poor samples to 

infer the impact of Symbiodiniaceae DNA 

contamination. Extracted DNA 

concentrations were determined using Quant-

it Picogreen kit (Invitrogen). 

Host RADsequencing and genetic analyses 

Library preparation 

For this study, libraries were prepared 

following Etter et al. (2011) with these 

modifications: (i) DNA extracts were 

classified depending on DNA degradation 

(measured by electrophoresis of the total 

DNA) and symbiont contamination level 

(measured by PCR using Symbiodiniaceae 

cp23S specific primers from Santos et al 

(2003)) and split into 9 libraries containing 

between 32 and 44 individuals; (ii) libraries 

were constructed using 0.6 to 1 µg of DNA 

per individual digested by PstI-HF enzyme 

(New England Biolabs), and ligated to 

sample specific RADseq adapters; (iii) each 

pooled library was sheared for 60 seconds 

using the S220 Focused-ultrasonicator 

(Covaris); (iv) after ligation of the second 

RADseq adapter, a final amplification of 16 

cycles was carried out for each library. 

Sequencing was performed on an Illumina 

HiSeq 2000 (100-bp, single read format) at 

MGX (Montpellier, France). 

 

De novo RADseq loci identification  

Raw sequence reads were demultiplexed, 

filtered and clustered with iPyRAD v0.3.41 

(Eaton, 2014) in the 181 initial individuals. 

Briefly, restriction sites and adapters were 

trimmed out and raw reads were regrouped 

under individual names using their sample 

specific barcode. Base mismatches were not 

allowed in those barcodes. The clustering 

threshold was set to 90%. A minimum of five 

individuals were needed to validate a locus 

and the maximum proportion of shared 

polymorphic sites within a locus was set to 

50%. Based on locus count in all individuals, 

some individuals turned out almost 

unamplified and were consequently 

discarded from the subsequent analyses. 

A second run of iPyRAD was then performed 

with the same parameters, excluding 

individuals with low locus count (less than 

4000) and using a clustering threshold of 

90%. This led us to a dataset of 137 A. viridis 

individuals (25 from var. rufescens, 48 from 

var. rustica, 64 from var. smaragdina) and 

three P. cinerea individuals (see figure 1 for 

their geographical origin). The iPyRAD loci 

were further filtered using VCFTools v0.1.15 

(Danecek et al., 2011) to keep only bi-allelic 

loci present in at least 70% of all individuals. 

This allowed us to define a first total dataset, 
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N140, of 140 individuals (137 A.viridis and 3 

P.cinerea anemones), containing a total of 

45519 SNPs. 

We verified the distribution of the missing 

data within this 140 host individuals’ dataset 

by computing the proportion of shared loci 

between all the pairs of individuals in R using 

the package RADami (Hipp, 2014). This 

analysis led to the selection of a subset of 85 

individuals (N85 dataset) with an average of 

5% of missing data. The distribution of 

missing data was represented with a heatmap 

using R (figure S1). 

 

 

Host phylogeny 

An individual based tree was built for the 

N140 dataset using RAxML v8.2.4 

(Stamatakis, 2014), from the phylip output of 

iPyRAD, using a GTR+Γ nucleotide 

substitution model and bootstrap support was 

estimated from 100 replicates. Mega v6.06 

(Tamura et al., 2013) was used to visualize 

the output of RAxML. 

 

Clonality test 

Considering the propensity for clonal 

reproduction of A. viridis (Wiedenmann et 

al., 1999; Wiedenmann, Kraus, et al., 2000; 

Mallien et al., 2017), we determined the 

putative presence of clonal lineages within 

host samples. Since all the individual 

RADseq genotypes we obtained were 

different, the classical way of identifying 

Figure 1: Sampling sites of the N140 dataset in the Mediterranean Sea (Vulcano: 38°21’14’’N 14°59’22’’E; 

Thau lagoon: 43°23’32.82’’N 3°36’1.43’’E; Banyuls: 42°28’50’’N 03°07’50’’E) and in the English Channel 

(Plymouth : 50°16’40’’N 03°54’49’’W; Southampton: 50°36’38.16’’N 02°8’3.252’’W). The brackets 

indicate the number of sampled individuals per site per morph (var. rufescens/ var. rustica/ var. smaragdina 

respectively). The black crosses mark the three sampling sites for the three P. cinerea individuals. 
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clonal genets through the detection of 

repeated multi locus genotypes was not 

applicable. Instead, using the R package 

RClone (Bailleul et al., 2016), we computed 

between individuals pairwise genetic 

distances keeping only SNPs present in all 

individuals in the N85 dataset (396 SNPs). 

These distances were computed at the level 

where recombination would be expected to 

occur that is within each of the secondary 

hypothesis species that we obtained after a 

first run of SVDquartets on the N140 dataset 

(see below). The observed distributions of 

pairwise genetic distances thus obtained were 

compared each to a simulated distribution of 

expected genetic distances under the 

assumption of purely sexual reproduction 

(with or without inbreeding) computed with 

RClone. This allowed us to define for each 

SVD clade a threshold pairwise distance 

value that we used to affect individuals to 

clonal lineages (MLL) using the function 

mlg.filter from the R package poppr (Kamvar 

et al., 2014). Keeping only one ramet per 

genet, this led us to the definition of a 109 

individuals dataset (N109). To test for an 

effect of clonality on species delimitation, 

SVDquartets, snmf and BFD* analyses were 

performed as well on this non clonal dataset 

(see below). 

 

Host species delimitation 

To construct species hypotheses within 

A. viridis, we first performed a taxonomic 

partitioning  from the N140 and the N109 

datasets with SVDquartets software from 

Chifman and Kubatko (2014) implemented in 

PAUP* v4.0a152 (Swofford, 1998) using 

default parameters. This non-bayesian 

approach infers the relationship among 

quartets of taxa under a coalescent model and 

uses this information to build the species tree. 

P. cinerea individuals were identified as 

outgroups. We performed a 500 bootstrap 

replicate analysis for each dataset. We 

considered the strongest monophyletic clades 

identifying at least the expected split between 

Mediterranean and English Channel 

individuals as possible species hypothesis to 

test. To validate these hypotheses, we also 

performed a quantitative genetic clustering 

by computing individual ancestry 

coefficients in the N109 dataset using the 

snmf function from the LEA R package 

(Frichot and François, 2015). This function 

allows for the identification of population 

structure in a way similar to STRUCTURE 

(Pritchard et al., 2000) and ADMIXTURE 

(Alexander et al., 2009) analysis, but in a 

more efficient way (Frichot et al., 2014). 

First, the optimal number of clusters 

(identified as ancestral populations, K) from 

which the individuals in the dataset could be 

traced back was determined using an entropy 

criterion. The admixture coefficient among 

these K clusters was then estimated for each 

individual, using sparse non-negative matrix 

factorization (snmf) (Frichot and François, 

2015). The result was visualized using a 

STRUCTURE-like representation showing, 

for each individual, the contribution of each 

cluster to its multilocus genotype. 

We then compared our primary species 

hypothesis (the three morphs as species, 

irrespective of the geographical origins of the 

individuals) to the secondary species 

hypothesis obtained with SVDquartets and 

snmf. We also compared the SVD 

clades/snmf clusters to another, more 

geographically based, primary species 

hypothesis in which the two non rufescens 

Mediterranean SVD clades/snmf clusters 

were lumped together. These species 

delimitation hypotheses were tested using 

BFD* (Leaché et al., 2014). In order to 

manage computing times, these analyses 

were performed using only a subset of non 

clonal individuals representing most of the 

genetic diversity from the N85 dataset (see 

table S1) and a set of 1000 filtered biallelic 

SNPs (no missing data, minor allele 

frequency 0.1). The BFD* analysis were 

performed in BEAST2 (Bouckaert et al., 

2014) with 48 path sampler sets of 100000 

MCMC repetitions, a 10% burnin to sample 

in 1000000 MCMC iterations of SNAPP 

(Bryant et al., 2012). The number of SNAPP 

iterations was chosen to ensure proper 

convergence of the species tree inference. 

The parameters for the BFD* analysis were 

chosen following the recommendations of the 

2018 version of the BFD* tutorial 
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(https://github.com/BEAST2-Dev/beast-

docs/releases/download/v1.0/BFD-tutorial-

2018.zip), that is mutation rates priors set to 

1, coalescent rate sampled from the data, and 

a fixed prior value of the speciation rate 

Lambda estimated as stated in the document 

table. 

The Wright’s F-statistics among and within 

populations, along with basic diversity 

indices, were computed using the R package 

hierfstat (Goudet and Jombart, 2015). These 

statistics were calculated on the N109 dataset 

for the SVD clades/snmf cluster. 

Temperate clade A Symbiodiniaceae ITS2 

and genetic analyses 

Amplification and sequencing of the rDNA 

ITS2 

To infer the genetic diversity of the temperate 

clade A Symbiodiniaceae populations, the 

nuclear ribosomal DNA internal transcribed 

spacer 2 (ITS2) region was amplified by PCR 

using the primers from Stat et al. (2009): the 

forward itsD (5’-

GTGAATTGCAGAACTCCGTG-3’) and 

the reverse its2rev2 (5’-

CCTCCGCTTACTTATATGCTT-3’). 

PCR amplifications of the ITS2 were 

performed by Access Array (FLUIDIGM) 

PCR and the amplicons were sequenced by 

MiSeq Illumina Technology (2x250bp 

paired-end) at the Brain and Spine Institute 

(ICM, Paris, France). 

 

Genotyping of the symbiont populations 

The aim here was to build a catalogue of all 

Symbiodiniaceae ITS2 sequences out of the 

sequencing background noise for each host 

sea anemone. To do so, we tested two 

different ITS2 genotyping pipelines: one 

based on the depth (i.e. number of reads) and 

the sharing of the variants among individuals 

(identified as D&S pipeline in the rest of the 

article), and another based on minimum 

entropy decomposition (MED) algorithm 

(Eren et al., 2015) and refered to  as the 

SymPortal pipeline in the remainder of this 

article (Hume et al., 2019; Hume, 2019). 

The D&S pipeline consisted in assembling 

forward and reverse reads using OBITools 

scripts (Boyer et al., 2016). We then aligned 

the assembled reads to a temperate A 

reference ITS2 sequence obtained in the 

laboratory, using BWA MEM v0.7.12-5 (Li, 

2013). To separate the real ITS2 alleles from 

sequencing errors in the reads which mapped 

to the reference, we used a three-step protocol 

(table S2). For the first step, we clustered the 

reads across all samples at a threshold of 80% 

of identity among the reads, and we 

conserved only clusters which contained 

more than 5% of the total number of reads to 

exclude the rarest sequences, most likely 

sequencing errors. For the second step, we 

pooled all the sequences that passed the first 

step and applied a second clustering identity 

threshold of 100% to identify unique 

sequences. Finally, a last step was necessary 

to determine which unique sequence was a 

valid ITS2 variant and not background 

sequencing noise. For this, we considered (i) 

the number of hosts harbouring a given 

unique sequence (with a minimum of two 

individuals) and (ii) the median number of 

reads per host for this unique sequence, to set 

up a validation threshold as follows:  

Q50(reads)i x Ni ≥ 50 

Where Q50(reads)i  is the median number of 

reads for the putative ITS2 allele i and Ni the 

number of hosts in which it was found. This 

dataset was identified as the T50 dataset. 

For the second pipeline, the MED algorithm 

implemented in SymPortal (Hume et al., 

2019; Hume, 2019) was used. In the MED 

algorithm (Eren et al., 2015), the most 

variable positions in the sequences (those 

with the highest Shannon’s entropy value 

forming an entropy peak) were used to split 

the dataset and decompose it into more 

homogeneous groups within the symbiont 

population of each animal host. At each step 

of decomposition, if there are still entropy 

peaks in the entropy profile of the dataset, the 

dataset is sub-split depending on the 

identified variable position, otherwise the 

algorithm stops. The number of 

homogeneous groups (or MED nodes) 

obtained thus corresponded to the 

biologically informative ITS2 sequence 

https://github.com/BEAST2-Dev/beast-docs/releases/download/v1.0/BFD-tutorial-2018.zip
https://github.com/BEAST2-Dev/beast-docs/releases/download/v1.0/BFD-tutorial-2018.zip
https://github.com/BEAST2-Dev/beast-docs/releases/download/v1.0/BFD-tutorial-2018.zip
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variants within each animal host (see Hume 

et al., 2019 for a more thorough description 

of SymPortal). We used SymPortal up to this 

step to obtain a dataset comparable with the 

D&S pipeline previously described. This 

dataset was identified as the SP dataset. 

 

ITS2 diversity 

To visualise the diversity of the ITS2 

variants, we built an ITS2 median joining 

network (Bandelt et al., 1995, 1999) for each 

pipeline, using SplitsTree (Huson and Bryant, 

2006). PopART v1.7 (Leigh and Bryant, 

2015) was used to calculate the nucleotide 

diversity (π) among the sequences obtained 

by the both pipelines. 

 

Measure of the differentiation among 

symbiont populations 

Each sea anemone hosts up to one million 

Symbiodinium cells per cm² of tissue (Suggett 

et al., 2012), and therefore constitutes a 

pooled sample of symbionts. Because we 

could not estimate properly the number of 

symbionts per anemone in our samples, we 

considered the presence (1) or the absence (0) 

of each ITS2 variants rather than its number 

of reads in each individual. Consequently, the 

genotype of each symbiont population was 

coded as for binary haploids. 

We tested the differences in the composition 

of symbiont populations among sea 

anemones depending on (i) the morph of the 

host, or (ii) the host genetic lineages by 

PERMANOVA using Jaccard’s distance 

(based on presence/absence of variants) over 

9999 permutations with the R package vegan 

(Oksanen et al., 2016). When these factors 

had an effect on the distribution of the genetic 

diversity of symbionts, we then computed 

pairwise PERMANOVAs between each level 

of the given factor with an FDR correction to 

avoid false positives. 

Results 

Host species delimitation 

The analysis of sequences obtained by 

RADseq, as described in the Materials and 

Methods, allowed the identification of an 

average of 33 407 ±1162 SE RADseq loci 

(with a minimum number of SNPs of 4 214 

up to 45 447 for the maximal value) per 

animal host individual. 

As there is still no reference genome either 

for Anemonia viridis nor for the 

Symbiodiniaceae Temperate clade A, there 

was no efficient way to filter symbiont 

contamination from the obtained RADseq 

loci. However, the symbiont-poor samples 

obtained from the epidermal DNA extracts 

displayed significantly more RADseq loci 

(N=65, 57 696.26±25 693,28 loci) than the 

symbiont-rich samples obtained from both 

the epidermal and the gastrodermal DNA 

extracts (N=116, 29 720.77±30 948.38 loci) 

(Student t test p value = 9,58 10-10), even if 

they contained less DNA per extract (N=65, 

56.52±28.65ng/µL vs N=116, 122.30±56.62 

ng/µL, Student t test p value = 5,42 10-20). 

After the different filtering steps, these RAD 

loci provided 45 519 bi-allelic SNPs shared 

by at least 70% of the 140 selected 

individuals. The missing data were not 

structured by host populations but depended 

on the quality of DNA extracts (figure S1). 

On the full dataset, we computed a global Fst 

and a Fis of 0.38 and 0.37, respectively. 

To measure the actual genetic differentiation 

among host individuals, we computed a 
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RAxML individual tree on the N140 dataset 

(figure 2). The outgroup P. cinerea, which 

was well differentiated from A. viridis was 

used to root the tree. We identified three 

monophyletic clades in A. viridis (grey 

circles on the figure 2): the first clear split 

separated the sea anemones var. rufescens 

from Banyuls from the other individuals, then 

a Mediterranean clade with sea anemones 

mostly from Banyuls and Vulcano was 

separated from a clade with the English 

Channel and Thau sea anemones (each with 

bootstrap values higher than 80%). 

Some of the individuals did cluster very 

closely in this RAxML tree. We therefore 

tested for the occurrence of clonal lineages in 

the N85 dataset that was the most relevant to 

detect extremely close RAD genotypes, as it 

contained very few missing data. Rclone 

(Bailleul et al., 2016) simulations allowed us 

to identify individuals that, although 

genetically different, were too genetically 

close to be issued from sexual recombination 

(figure S2). Several clonal lineages (MLLs) 

were thus identified: five (of respectively 2, 

2, 3, 4 and 5 individuals) were found among 

Figure 2: Animal host RAD differentiation at the individual level. Maximum likelihood phylogeny of the 

N140 dataset using RAxML with GTR+Γ model of evolution and 100 bootstrap replicates. For each 

individual, the origin is coded by colour (red: Vulcano, orange: Thau, green: Banyuls, blue: Plymouth, pink: 

Southampton and black: P. cinerea outgroup) and its morph by symbol (square: A. viridis var. rufescens, 

triangle: A. viridis var. rustica, circle: A. viridis var. smaragdina). The outgroup P. cinerea is marked by a 

diamond symbol. The individuals falling in the same MLL are boxed in red. 
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non var. rufescens individuals from the 

Banyuls sampling site, one of three 

individuals in Thau, two of three individuals 

each in Southampton and four in Plymouth 

(of 2, 4, 5 and 7 individuals). The var. 

rufescens individuals were very likely the 

products of sexual reproduction (figure S2). 

Keeping only one individual per clonal 

genetic lineage (i.e. one ramet per genet), we 

thus obtained the N109 dataset on which we 

checked the species hypotheses formulated 

on the N140 dataset. 

To formulate secondary species hypotheses 

from these data, , we used SVDquartets to 

produce a coalescent taxonomic partitioning 

from the N140 dataset (figure 3) and N109 

dataset (figure S3) and snmf clustering on the 

N109 dataset (figure 4). 

For the SVDquartets analyses, as in the 

RAxML tree, the P. cinerea individuals were 

separated from A. viridis and formed an 

independent clade. Then the first split among 

A. viridis separated with high support the 

var. rufescens anemones from Banyuls and 

all the other anemones, forming the BanRuf 

Figure 3: Non-Bayesian taxonomic partitioning among A. viridis morphs (SVDquartets analysis on the N140 

dataset) at the individual level. Support values at the nodes are shown only if equal or superior to 70%. The 

coloured bars correspond to the five identified clades (i) P. cinerea (black), (ii) BanRuf (green), (iii) English 

Channel (EngCh, purple), (iv) Med1 (yellow), (v) Med2 (orange). The black arrowheads point to the sea 

anemones from Banyuls attributed to the Med1 clade and to the Thau sea anemones attributed to the Med2 

clade. 



Diversité morphologique : de la plasticité morphologique à la divergence interspécifique 

 99 

clade. These individuals from Banyuls were 

in fact as divergent as the outgroup (100% of 

the quartets including var. rufescens 

anemones from Banyuls supported this split). 

In addition, two clades were identified, one 

grouping the other Banyuls individuals and 

the Vulcano ones, that we named the Med2 

clade, and the second grouping individuals 

from the English Channel and Thau. This last 

clade was further split in two by SVDquartets 

separating English Channel populations 

(EngCh clade) from Thau (Med1 clade). The 

BanRuf, Med1 and Med2 SVD clades can be 

found in sympatry: the three have been 

sampled in Banyuls (6 var. smaragdina 

Banyuls individuals belonged to the Med1 

clade), and the Med1 and Med2 clades have 

been sampled in Thau (3 var. smaragdina 

Thau individuals were attributed to the Med2 

clade). These few rare individuals that did not 

belong to the locally more frequent clade are 

identified by arrowheads in figure 3. 

These SVD clades were retained in the 

analysis of the MLL pruned N109 dataset 

(figure S3).  

To validate these SVD clades as secondary 

species hypotheses, we also performed a 

quantitative genetic clustering by snmf 

(Frichot and François, 2015). We determined 

K = 4 as the optimal number of genetic 

clusters in this dataset, based on the minimum 

value of cross-entropy (figure S4). For the 

individuals with less missing data (marked 

with stars in figure 4), the snmf clustering 

was in complete accordance with the SVD 

clades. On the other hand, most of the 

individuals with too much missing data had 

similar probabilities of attribution to all four 

Figure 4: snmf clustering on the N109 dataset: The probabilities of attribution to the most probable K=4 

clusters or ancestral populations are displayed in a bar plot for each individual. The morph of A.viridis sea 

anemones is coded by the shape above the diagram (triangle: var. rustica, circle: var. smaragdina, square: 

var. rufescens). The individuals kept in the N85 dataset are identified by black stars below the diagram. The 

sampling sites are detailed in brackets (Vul: Vulcano, Ban: Banyuls, Tha: Thau, Sha: Southampton, Ply: 

Plymouth). The 4 clusters are identified by the colours of the corresponding SVD clades. 
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clusters (figure 4), showing the impact of low 

data quality on this analysis.  

In individuals with high quality data, snmf 

clustering can be used to measure 

introgression (Frichot and François, 2015). 

The a priori most likely introgressed 

individuals, i.e. the var. smaragdina from 

Thau lagoon belonging to the Med2 

clade/cluster and the ones from Banyuls 

belonging to the Med1 clade/cluster 

(identified by arrowheads in figure 3 and 

identified as Med2(Tha) and Med1(Ban) 

respectively on the figure 4), had coancestry 

patterns similar to those of anemones from 

the same cluster. However, whereas no 

admixture was detected in the Med2(Tha) 

individuals, the Med1(Ban) individuals were 

weakly introgressed by Med2 genetic 

background (figure 4). Likewise, the BanRuf 

clade corresponded to a homogenous cluster 

different from the other clusters, and notably 

from the others found in Banyuls.  

The SVD clades/snmf clusters are the best 

secondary species hypothesis as shown by the 

Bayes Factor comparisons following BFD* 

computations (table S3). Splitting the 

individuals according to their SVD 

clades/snmf clusters is decisively better than 

splitting them either by their morphs or by 

their sampling region. Hence, we identified 

five clear independent genetic lineages in the 

dataset: (i) the outgroup P. cinerea, and 

among A. viridis samples (ii) the 

var. rufescens individuals from Banyuls 

(BanRuf), (iii) English Channel populations 

(EngCh), and two main Mediterranean 

groups (iv) one with mostly anemones from 

Thau lagoon (Med1), and (v) one with mostly 

sea anemones from Banyuls and Vulcano 

(Med2). These lineages harboured the same 

level of diversity and all displayed a marked 

deficit in heterozygosity (table S4). 

Table 1: PERMANOVA analysis of the differentiation and partitioning of the Temperate Clade 

A T50-ITS2 diversity in A. viridis  

The values in bold are statistically significant with p-value < 0.05. 

  df 
Sums 

F R² P(>F) 
of squares 

Among Morphs 2 0.779 1.2732 0.02325 0.0764 

Residual 107 29.974   0.89478   

Total 109 33.499   1   

Among Host genetic lineage 3 2.329 2.6416 0.06952 0.0001 

Among Morphs within Host genetic lineage 4 1.196 1.0175 0.05117 0.0031 

Residual 102 29.974  0.89478  

Total 109 33.499   1   

Table 2: PERMANOVA analysis of the pairwise differentiation and partitioning of the 

Temperate Clade A T50-ITS2 diversity among A. viridis genetic lineages 

 

 

 

 

 

 

 

The values in bold are statistically significant with p-value < 0.05. The p-value was adjusted with an 

FDR correction 

 

  F R² 
Adjusted 

p-value 

BanRuf vs EngCh 2.738076 0.04742236 0.003 

BanRuf vs Med1 1.844418 0.06870769 0.0156 

BanRuf vs Med2 1.013963 0.03071315 0.439 

EngCh vs Med1 2.166855 0.02844879 0.0003 

EngCh vs Med2 4.364921 0.0511325 0.0003 

Med1 vs Med2 2.225183 0.04180696 0.0066 
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Influence of the symbiont on morphs 

differentiation 

The analysis of the ITS2 sequences, 

following the D&S pipeline, allowed the 

identification of 92 ITS2 sequence variants 

(T50 dataset) from the populations of 

A. viridis symbionts (figure S5.A, table S2). 

Most of the sampled populations harboured 

more than half of this allelic diversity: 

between 44 and 91 alleles were present within 

each host genetic lineage (table S4, T50 

dataset). Similarly, each anemone harboured 

on average 32.4 ± 1.6 ITS2 variants. The 

most abundant variant was harboured by 95% 

of the animal hosts (figure S5.A). There was 

a low divergence among the ITS2 sequences, 

90% of them were one substitution away 

from the most frequent one and the nucleotide 

diversity was π=0.0117. P. cinerea harboured 

less variants than A. viridis (twelve alleles 

from three individuals, table S4) but all the 

sequence variants found in P. cinerea were 

also found in A. viridis (figure S5.A).  

There was no statistically significant 

differentiation of the symbiont populations 

among the three morphs (table 1). As host 

independent genetic lineages were identified 

(figure 3 and table S3), we tested the 

differentiation in symbiont populations and 

the ITS2 composition of these populations 

among genetic lineages and among morphs 

nested within these lineages. These analyses 

revealed an influence of the genetic lineage 

on the symbiont populations (table 1). The 

pairwise comparisons highlighted a 

difference among EngCh and Mediterranean 

lineages, and also between Med1 and Med2 

(table 2). A weak difference between BanRuf 

and Med1 was detected (table 2). Within 

these lineages, we detected a differentiation 

among morphs in symbiont content (table 1). 

However, the morphs were not systematically 

differentiated within all lineages but only 

within the Med2 lineage (PERMANOVA 

comparisons table S5). 

 

To validate this image of symbiont 

differentiation, we also used the MED 

algorithm implemented in SymPortal to 

identify the ITS2 sequence variants by an 

alternative method (SP dataset). We obtained 

93 ITS2 variants in 106 animal hosts. 39 of 

these variants were common with the T50 

dataset (grey circles on the figure S5). The 

different populations harboured four to 23 

variants out of the 93 identified (table S4, SP 

dataset), with an average of 4.17 ± 0.2 

variants per sea anemone. The most frequent 

variant was harboured by 97% of the 

anemones and the ITS2 sequences were less 

divergent than the sequences obtained with 

D&S pipeline (π = 0.0019). P. cinerea was 

also less diverse than A. viridis and again did 

not harbour any unique ITS2 variant. 

 

In agreement with the SP dataset, the var. 

smaragdina and rustica shared the same 

symbiont ITS2 diversity (table S7). By 

contrast, the var. rufescens individuals were 

differentiated for their symbiont content 

(table S7) which led to an overall statistically 

significant differentiation among morphs 

(table S6). It should however be noted that all 

the var. rufescens anemones did not share a 

common symbiont pool, as the English 

Channel var. rufescens individuals were 

more differentiated from Mediterranean 

var. rufescens individuals than from 

individuals belonging to the other morphs 

(table S8). Indeed, the composition of 

symbiont populations was correlated to the 

host genetic lineages independently of the 

morphs (table S6). The pairwise analysis of 

the SP-ITS2 variants among A. viridis 

lineages showed that the EngCh lineage was 

different from the Mediterranean ones and 

that Med1 and Med2 were different from 

each other (table S9). No difference between 

BanRuf and Med1 lineages has been detected 

with the SP-ITS2 variants. Moreover, no 

effect of the morphs was detected within 

lineages with the SP dataset (table S6).  

 

Discussion 

NGS data validation 

Symbiont contamination among host RADseq 

loci 

One of the major concerns when working on 

symbiotic organism is separating the effects 
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due to each of the partners. This is all the 

more true when using reduced representation 

sequencing to measure the genetic diversities 

of the host and symbionts separately without 

reference genomes. However, in symbiotic 

hexacorals, as the sequencing depth is usually 

tailored for the host, it results in an under 

sampling of the bigger symbiont genome, and 

therefore, an even modest filtering on missing 

data yields a very low Symbiodiniaceae 

contamination in the final set of loci (Bellis et 

al., 2016, Titus and Daly, 2018). Moreover, 

the size of A. viridis tentacles allowed us to 

efficiently dissect the symbiont-free 

epidermis from the symbiont rigged 

gastrodermal cell layer in fresh or properly 

preserved samples. In the epidermis fraction, 

Symbiodiniaceae contamination at the 

protein level was estimated at a mere 3% 

(Richier et al., 2003). This probably explains 

the fact that the mean number of RAD loci 

per individual we obtained after filtering on 

missing data was significantly lower in 

symbiont-rich DNA extracts (from whole 

tentacles), although they contained more 

DNA than the symbiont-poor DNA extracts 

(from epidermis only). The lower yield of the 

symbiont-rich extracts probably reflects the 

contamination dispersion effect as described 

by Titus and Daly (2018). 

Moreover, in the subsequent analysis, 

symbiont-rich and symbiont-poor samples 

did finally belong to the same lineages. 

Additionally, the BanRuf lineage that was the 

most divergent on host RADseq (figure 2) did 

not contain a divergent ITS2 symbiont 

population (tables 2 and S9). Although we 

cannot exclude that a few of the loci among 

the tens of thousands per individual we 

obtained could be Symbiodiniaceae loci, we 

are therefore quite confident that the RAD 

genotypes reflect the host's genetic diversity 

and not the symbiont's. 

 

Pipelines for the identification of symbiont 

ITS2 sequence variants 

To detect intra-cladal/generic diversity, we 

used sequencing of ITS2 amplicons, now a 

standard method for genotyping 

Symbiodiniaceae populations (Quigley et al., 

2014; Arif et al., 2014; Batovska et al., 2017; 

Bonthond et al., 2018). An Operational 

taxonomic units (OTU) approach is 

commonly used to filter and quality check the 

huge quantity of raw data obtained by NGS. 

OTUs are identified by a clustering approach 

of the variant sequences, at for example a 

97% similarity threshold (Arif et al., 2014). . 

However, such a 97% cut-off would miss 

most of the intra-cladal/generic 

Symbiodiniaceae diversity. To overcome that 

issue, we used two different pipelines 

generating catalogues of ITS2 sequence 

variants: one based on sequencing depth and 

shared occurrence of variants among 

individuals, D&S, that we developed 

(generating T50 dataset) and the other based 

on the MED algorithm applied within animal 

hosts, implemented in SymPortal (Hume et 

al., 2019) (generating the SP dataset). 

Through the D&S and SP pipelines, we 

identified 92 and 93 ITS2 sequence variants, 

most of which were identical between both 

pipelines. In fact, the two datasets differed 

mainly in two ways: they did not detect the 

same rare sequence variants (figure S5) and 

the SymPortal pipeline conserved less 

sequences per animal host (table S4). These 

differences are due to the different rationale 

of the two pipelines: to identify ITS2 

sequence variants, one works over the whole 

dataset (D&S pipeline) whereas the other 

works within individuals (SymPortal 

pipeline). Cunning et al. (2017), using an 

OTU based approach, did also obtain 

different images of the same raw diversity 

whether they applied a 97% identity threshold 

over their whole dataset or within individuals.  

Obviously, a large part, or even the majority, 

of this detected genetic diversity probably 

corresponds to multi-copy intragenomic ITS2 

variants, considering the number of sequence 

variants we obtained within each host 

individual (Sampayo et al., 2009; Smith et 

al., 2017). However, these intragenomic 

variants can be used to better define the 

Symbiodiniaceae lineages harboured by the 

hosts, this is even the very goal of the 

SymPortal pipeline (Hume et al., 2019) But, 

in order to be able to use this information, 

SymPortal relies on the assumption that 

majority of hosts harbours a single dominant 

genetic strain per symbiont genera. 
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Considering that in the Mediterranean Sea, 

the previously observed genetic diversity 

corresponds to within clade/genera diversity 

(Forcioli et al., 2011) it seems that this basic 

assumption may  not be respected. The dearth 

of Symbiodiniaceae Temperate Clade A ITS2 

sequences in SymPortal database so far 

precludes a formal test of this hypothesis. 

Further analyses could however be done 

using single copy markers (as psbA 

sequences LaJeunesse and Thornhill, 2011). 

By consequence, we chose to use the 

observed ITS2 sequence diversity as a 

fingerprint of the symbiont population 

content, without further tentative to sort 

intragenomic variation from among strains 

differentiation. 

Absence of genetic differentiation among 

the morphs of Anemonia viridis 

In the present study we investigated whether 

the different A. viridis morphs were 

genetically differentiated and therefore could 

represent adaptations to different 

environmental conditions. This hypothesis is 

supported by the previous observations of 

Wiedenmann et al. (1999) who identified a 

differential bathymetric distribution for some 

of the recognized A. viridis morphs 

(var. rustica and smaragdina). Previously, 

using five EPIC markers, we showed that 

these morphs were not differentiated species 

(Mallien et al., 2017). However, we could 

have missed a low level of differentiation if 

the morphs were still in the speciation grey 

zone (De Queiroz, 2007). In the present work 

using high throughput RADseq, we could 

demonstrate that A. viridis var. smaragdina 

and rustica are definitely not monophyletic 

groups, independent of the origin of the 

samples (Mediterranean Sea or English 

Channel). However, independent genetic 

lineages were found in our dataset (figure 3 

and S3), but those were not correlated to 

morphology but, on the whole, rather 

correlated to the geographic origin of the 

samples. In addition, the clustering pattern 

analysis identified several groups of 

individuals mixing different morphs together 

and demonstrating admixture, and hence 

interfecondity between morphs (figure 4). 

Concerning var. rufescens, our previous 

study suggested that only this morph was 

more differentiated (Mallien et al., 2017). 

The present analysis showed that this morph 

was not a monophyletic independent lineage 

because the var. rufescens individuals 

belonged to at least two different genetic 

lineages (BanRuf in the Mediterranean Sea 

and EngCh in the English Channel, figure 3 

and 4). This discordance between 

morphological differentiation and genetic 

polymorphism was also found in another sea 

anemones, e.g. Actinia equina, which 

displays three different morphotypes (brown, 

red and green), out of which at least two have 

been shown by phylogenetic analysis to share 

two genetic units (Pereira et al., 2014). In the 

study models for developmental and 

functional studies belonging to the genus 

Exaiptasia, Grajales and Rodríguez (2016) 

identified a new cryptic species, E. 

brasiliensis, morphologically 

indistinguishable and living in sympatry with 

E. pallida. Spano et al. (2018) using RAD 

sequencing, inferred the existence of a “wide-

spread complex of sea anemones” in the 

genus Anthothoe, not correlated with classical 

morphological features but here also 

structured by geographical distribution. 

 

A similar symbiotic dinoflagellate 

composition among the morphs 

Having demonstrated that A. viridis 

var. smaragdina and rustica belong to the 

same genetic pool, we tested the correlation 

between the symbiotic composition and the 

morphotypes mainly differentiated by 

fluorescent protein (FP) and related pigments 

expression (Wiedenmann et al., 1999; 

Wiedenmann, Elke, et al., 2000). These 

proteins may have photoprotective functions 

(Salih et al., 2000; Gittins et al., 2015) or they 

may enhance symbiont photosynthesis 

(Quick et al., 2018), suggesting a possible 

correlation between morph fluorescence 

pattern and the symbiotic composition of the 

morphs, irrespective of genetic 

differentiation. To assess the genetic diversity 

of the A. viridis symbiont populations, that all 

belong to the unique Temperate Clade A 

(Savage et al., 2002; Visram et al., 2006; 

Forcioli et al., 2011; Casado-Amezúa et al., 
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2014), we genotyped the pooled 

Symbiodiniaceae from each single host and 

compared the obtained symbiotic 

compositions with one another in order to 

detect any differentiation among the different 

host morphs or lineages. 

In A. viridis, the distribution of the ITS2 

sequence variants did not correlate with the 

three host morphs. If a differentiation 

between var. smaragdina and rustica was 

indeed detected with the T50-dataset (table 

S5), it was restricted to within the Med2 

lineage, thus suggesting a sampling artefact. 

Such a differentiation was not found with the 

SP dataset and if we only used the individuals 

present in the SP datasets in the D&S 

pipeline, this morph differentiation within 

Med2 lineage disappears (result not shown). 

This absence of correlation between colour 

morphs and symbiont populations was not in 

accordance with the previous observations in 

the coral Madracis pharensis (Frade et al., 

2008), where a relation between the symbiont 

type harboured by the coral colonies and the 

colour of the colonies was found. As such the 

generalisation that the cnidarian FP pattern is 

a response to Symbiodiniaceae diversity may 

be excluded. We also could hypothesise that 

the FP expressed by A. viridis has a less 

important role in the photoprotection of 

Symbiodiniaceae than in other symbiotic 

cnidarians (Salih et al., 2000; Smith et al., 

2013; Gittins et al., 2015). 

What is the origin of morph differentiation 

in A. viridis? 

The question of the nature of the A. viridis 

morphs still remains. Even if the morphs are 

not divergent host lineages nor due to morph 

specific symbiont assemblages, we still 

cannot exclude that morphs are genetically 

determined. Very few genes could be 

involved in such morphological variation, 

and even a unique gene could be responsible 

for a critical effect on the phenotype, as in 

maize (Dorweiler et al., 1993). Even in 

Littorina saxatilis, a marine gastropod 

harbouring different ecomorphs along the 

foreshore and known as a classical example 

of ecological speciation, only 4% of SNPs 

were identified as outliers between the 

morphologically differentiated species (Kess 

et al., 2018). Given this, a Genome Wide 

Association Study could be powerful enough 

to detect SNPs correlated to the morph 

pattern (Korte and Farlow, 2013) in A. viridis 

if the morphs are due to allelic differences at 

a few major genes. Unfortunately, the 

RADseq loci generated in our study covered 

only a small part of the genome (less than 1% 

considering the number of RADseq loci 

obtained and an estimated genome size of 

around 480Mb) and would not be enough for 

this analysis. 

Obviously, the morphological variations 

within A. viridis could also be a plastic 

phenotypic response of the organism. In 

corals, the expression profile of fluorescent 

proteins can vary during the different 

development stages (Roth et al., 2013). 

However, to the best of our knowledge, there 

was no report of this kind of variation in 

A. viridis neither in the literature, nor during 

monitored embryonic development (Zamoum 

et al., pers. com.). Nevertheless, A. viridis 

morphs could still be the consequence of a 

local plastic response at the larval settlement 

stage, followed by developmental 

canalization (Zamer and Mangum, 1979; 

Kawecki and Ebert, 2004). 

 

Cryptic species in the snakelocks anemone  

The RADseq was resolutive enough to detect 

differentiation among different independent 

genetic groups but not among the studied 

morphs. This approach enabled us to identify 

four cryptic species (BanRuf, Med1, Med2 

and EngCh) in A. viridis, that were supported 

by three lines of analysis: SVDquartets 

(figure 3), snmf (figure 4) and BFD* (table 

S3)figure. Three of these species globally 

coincided with the geographical origin of the 

sea anemones: an English lineage (EngCh), a 

Mediterranean Sea lineage (Med2) and a 

mostly Mediterranean lagoon lineage 

(Med1). Our data also suggest further 

structuring within these lineages, as all 

displayed relatively strong FIS values 

probably diagnostic of Wahlund effects (table 

S4). 
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Vicariance between the English Channel and 

Mediterranean Sea 

During the last glacial period, the English 

Channel coasts were not suitable habitats for 

A. viridis (Bianchi and Morri, 2000). The 

English populations of A. viridis are therefore 

the result of a post-glacial recolonization. The 

differences observed between EngCh and the 

Mediterranean lineages could then be the 

result of a vicariance process, in line with 

what was described for the lagoon cockle 

Cerastoderma glaucum (Sromek et al., 2019) 

or Cymodocea nodosa (Alberto et al., 2008). 

This cleavage was also supported by the 

distribution of the symbiont assemblages 

(table 2 and S9). A similar pattern of 

distribution of the symbiotic genetic diversity 

was observed in another sea anemone 

species, Aiptasia couchii, with a Temperate 

Clade A “Atlantic strain” in the English 

Channel and a “Mediterranean strain” on 

Portuguese and Spanish Atlantic and 

Mediterranean coasts (Grajales et al., 2016). 

However, the lack of sampling points 

between the North-western Mediterranean 

and English Channel in our datasets does not 

allow for a formal test of this scenario. 

 

Cryptic species within the Western 

Mediterranean basin? 

In our study, the Med1 lineage individuals 

were, for their vast majority, sampled in the 

Thau lagoon. This lineage could therefore 

correspond to some differentiation due to 

ecological conditions (Thau lagoon versus 

Mediterranean open-sea), as found in other 

lagoon species (Lemaire et al., 2000; Chaoui 

et al., 2012). This was reinforced by the 

differentiation of symbiont populations 

between Med1 and Med2 which could be 

linked to a functional intra cladal diversity 

(Howells et al., 2012); or as the result of a 

strict vertical transmission of the symbionts 

in A. viridis (Schäfer, 1984). Nevertheless, 

we also found individuals belonging to the 

Med1 lineage at Banyuls (i.e. not in a lagoon) 

and individuals belonging to the Med2 

lineage in the Thau lagoon. Furthermore, we 

do not know the extent of the geographical 

distribution of the species in the Western 

Mediterranean Sea. 

At Banyuls, we found three species in 

sympatry (BanRuf, Med1, Med2) with or 

without introgression among them (figure 4). 

We know however that the BanRuf lineage 

could not be a “sampling site effect” because 

the var. rufescens individuals in the study of 

Mallien et al. (2017) came from another more 

northern site (Collioure, France, about 7 km 

away from Banyuls) and were already 

differentiated from the others A. viridis 

individuals. Nevertheless, as Banyuls was the 

more genetically diverse site, we hence 

hypothesise that the French-Spanish border 

could harbour a secondary contact zone 

between a Western Mediterranean genetic 

pool (which contains the Med2 and Med1 

lineages) and another highly divergent one 

(BanRuf) from the Northern coast of Africa 

or from the Atlantic Ocean. Again, a formal 

test of this hypothesis would require a more 

thorough sampling of the geographical zone 

than the one we performed for this study, that 

was aimed at clarifying the taxonomic status 

of A. viridis colour morphs. 

To conclude, A. viridis, as it is described 

today, appears as a complex of more or less 

introgressed cryptic species sharing 

morphotypes and harbouring differentiated 

symbiont populations. These different 

lineages, from the English Channel to the 

Mediterranean Sea, do live under different 

environmental conditions. Therefore, if there 

is any adaptive genetic differentiation to be 

found in A. viridis, it should be looked for 

among the genetic lineages rather than among 

the morphs. 
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Supplementaries 

Figure S1: Proportion of shared SNP alleles among the host individuals of the N140 dataset. 

The darker the colour, the higher the proportion of shared alleles is between two individuals. 

The black stars mark the group of individuals with the highest proportions of shared loci in 

which formed the N85 dataset. They correspond to the individuals also pointed by black stars 

in the Figure 4. 
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Figure S2: Clonality thresholds determined within SVD clades on the N85 dataset. The 

comparison between observed and simulated populations were obtained with RClone package, 

as the definition of the threshold (red line on the graphs). The identification of individuals 

belonging to the same clonal lineage (MLL) were obtained with poppr package. 
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Figure S3: Persistance of the five clades after removing repeated “clonemates” (SVDquartets 

analysis at the individual level on the N109 dataset). Support values at the nodes are shown 

only if equal or superior to 70%. The coloured bars correspond to the five identified clades (i) 

P. cinerea (black), (ii) BanRuf (green), (iii) English Channel (EngCh, purple), (iv) Med1 

(yellow), (v) Med2 (orange). The black arrow heads point to the sea-anemones from Banyuls 

attributed to the Med1 lineage and to the Thau sea anemones attributed to the Med2 clade. 
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Figure S4: Cross-entropy validation of the optimal number of clusters or ancestral populations 

(K) for the snmf clustering analysis on the N109 dataset. Graph showing the cross-entropy 

values for a number of K-clusters varying between 1 and 20. It designates the value K=4 as the 

best number of genetic clusters the N109 individuals could be originated from. 

 

 

 

Figure S5: Median joining network of the T50-ITS2 (A) and the SP-ITS2 (B) symbiont 

sequence variants. Each circle represents an allele (in grey the common alleles between the two 

datasets) and its size is proportional to the number of host individuals with this allele. The most 

abundant ITS2 is identified by a black hash, and the ITS2 sequence variants shared with 

P. cinerea are identified by a black asterisk (in A). 
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Table S1: Composition of the different datasets 

individuals site Morph/Species 

SVDquartet 

clades/snmf 

clusters 

M
L

L
 

N
8
5

 

N
1
0
9

 

T50 symbiotic 

populations 

SP symbiotic 

populations 

BanF02 Banyuls rufescens BanRuf 1 x x x x 

BanF03 Banyuls rufescens BanRuf 2 x* x x x 

BanF04 Banyuls rufescens BanRuf 3 x x x x 

BanF06 Banyuls rufescens BanRuf 5 x x   

BanF07 Banyuls rufescens BanRuf 6 x x   

BanF15 Banyuls rufescens BanRuf 7 x x   

BanF17 Banyuls rufescens BanRuf 8 x x   

BanF18 Banyuls rufescens BanRuf 9 x x   

BanF20 Banyuls rufescens BanRuf 10 x x x  

BanF21 Banyuls rufescens BanRuf 11 x x   

BanF22 Banyuls rufescens BanRuf 12 x* x   

BanF27 Banyuls rufescens BanRuf 13 x x   

BanF28 Banyuls rufescens BanRuf 14 x x   

BanR01 Banyuls rustica Med2   x x x 

BanR04 Banyuls rustica Med2   x x x 

BanR05 Banyuls rustica Med2   x x x 

BanR06 Banyuls rustica Med2   x x x 

BanR09 Banyuls rustica Med2   x x x 

BanR14 Banyuls rustica Med2   x x x 

BanS01 Banyuls smaragdina Med2 15 x* x   

BanS02 Banyuls smaragdina Med2 16 x  x x 

BanS05 Banyuls smaragdina Med2 17 x  x x 

BanS07 Banyuls smaragdina Med1   x x x 

BanS10 Banyuls smaragdina Med1   x   

BanS11 Banyuls smaragdina Med2   x x x 

BanS12 Banyuls smaragdina Med2 18 x  x  

BanS13 Banyuls smaragdina Med2 19 x    

BanS14 Banyuls smaragdina Med2 20 x x x x 

BanS15 Banyuls smaragdina Med2 18 x* x x  

BanS16 Banyuls smaragdina Med1 21 x* x   

BanS17 Banyuls smaragdina Med1 22 x x   

BanS18 Banyuls smaragdina Med2 23 x x   

BanS19 Banyuls smaragdina Med2 19 x* x x x 

BanS20 Banyuls smaragdina Med2 17 x  x  

BanS21 Banyuls smaragdina Med2 24 x    

BanS22 Banyuls smaragdina Med2 17 x  x x 

BanS23 Banyuls smaragdina Med1   x   

BanS24 Banyuls smaragdina Med2 17 x* x x x 

BanS25 Banyuls smaragdina Med1 25 x* x   

BanS26 Banyuls smaragdina Med2 16 x    

BanS27 Banyuls smaragdina Med2 16 x  x  

BanS28 Banyuls smaragdina Med2 26 x x   

BanS29 Banyuls smaragdina Med2 16 x    

BanS30 Banyuls smaragdina Med2 19 x  x x 

Pcin01 

Leucate 

(France) P. cinerea Pcin   x   
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Pcin02 

Culatra 

(Portugal) P. cinerea Pcin   x   

Pcin03 

Nubia 

(Italy) P. cinerea Pcin   x   

PlyF02 Plymouth rufescens EngCh 31 x* x x x 

PlyF05 Plymouth rufescens EngCh   x x x 

PlyF06 Plymouth rufescens EngCh   x x x 

PlyF07 Plymouth rufescens EngCh 32 x x x x 

PlyF08 Plymouth rufescens EngCh 33 x x x x 

PlyF09 Plymouth rufescens EngCh 31 x  x x 

PlyF11 Plymouth rufescens EngCh 31 x  x x 

PlyF12 Plymouth rufescens EngCh 34 x x x x 

PlyF13 Plymouth rufescens EngCh 31 x  x x 

PlyF14 Plymouth rufescens EngCh 35 x x x x 

PlyF15 Plymouth rufescens EngCh 31 x  x x 

PlyF16 Plymouth rufescens EngCh   x x x 

PlyR01 Plymouth rustica EngCh 27 x  x x 

PlyR02 Plymouth rustica EngCh 28 x x x x 

PlyR03 Plymouth rustica EngCh   x x x 

PlyR04 Plymouth rustica EngCh 29 x  x x 

PlyR05 Plymouth rustica EngCh 29 x  x x 

PlyR06 Plymouth rustica EngCh 29 x  x x 

PlyR07 Plymouth rustica EngCh 29 x  x x 

PlyR09 Plymouth rustica EngCh 27 x  x x 

PlyR10 Plymouth rustica EngCh 27 x  x x 

PlyR11 Plymouth rustica EngCh 30 x  x x 

PlyR12 Plymouth rustica EngCh 30 x* x x x 

PlyR13 Plymouth rustica EngCh 29 x  x x 

PlyR14 Plymouth rustica EngCh 27 x* x x x 

PlyR15 Plymouth rustica EngCh 29 x* x x x 

PlyR16 Plymouth rustica EngCh 29 x  x x 

ShaR01 Southampton rustica EngCh 36 x* x x x 

ShaR02 Southampton rustica EngCh   x x x 

ShaR03 Southampton rustica EngCh   x x x 

ShaR04 Southampton rustica EngCh 36 x  x x 

ShaR05 Southampton rustica EngCh 36 x  x x 

ShaR06 Southampton rustica EngCh   x x x 

ShaR07 Southampton rustica EngCh 37 x x x x 

ShaR08 Southampton rustica EngCh 38 x x x x 

ShaR09 Southampton rustica EngCh 39 x  x x 

ShaR10 Southampton rustica EngCh 39 x x x x 

ShaR11 Southampton rustica EngCh 4 x x x x 

ShaR12 Southampton rustica EngCh   x x x 

ShaR13 Southampton rustica EngCh 39 x  x x 

ShaS01 Southampton smaragdina EngCh   x x x 

ShaS02 Southampton smaragdina EngCh   x x x 

ShaS04 Southampton smaragdina EngCh 41 x x x x 

ShaS05 Southampton smaragdina EngCh   x x x 

ShaS06 Southampton smaragdina EngCh 42 x x x x 

ShaS07 Southampton smaragdina EngCh 43 x x x x 
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ShaS08 Southampton smaragdina EngCh   x x x 

ShaS09 Southampton smaragdina EngCh   x x x 

ShaS10 Southampton smaragdina EngCh   x x x 

ShaS11 Southampton smaragdina EngCh 44 x x x x 

ShaS12 Southampton smaragdina EngCh 45 x* x x x 

ShaS13 Southampton smaragdina EngCh 46 x x x x 

ShaS14 Southampton smaragdina EngCh   x x x 

ThaR01 Thau rustica Med1 54 x* x x x 

ThaR02 Thau rustica Med1   x x x 

ThaR06 Thau rustica Med1 55 x x x x 

ThaR07 Thau rustica Med1   x x x 

ThaR09 Thau rustica Med1   x x x 

ThaR11 Thau rustica Med1   x x x 

ThaR12 Thau rustica Med1   x x x 

ThaR15 Thau rustica Med1   x x x 

ThaS01 Thau smaragdina Med1   x   

ThaS03 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS04 Thau smaragdina Med2 47 x x x x 

ThaS05 Thau smaragdina Med2 16 x* x x  

ThaS06 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS07 Thau smaragdina Med1 48 x  x x 

ThaS08 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS09 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS10 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS11 Thau smaragdina Med1   x   

ThaS12 Thau smaragdina Med1 49 x x x x 

ThaS13 Thau smaragdina Med2 24 x* x x x 

ThaS14 Thau smaragdina Med1   x x  

ThaS15 Thau smaragdina Med1 50 x x x x 

ThaS16 Thau smaragdina Med1   x   

ThaS17 Thau smaragdina Med1 51 x x   

ThaS18 Thau smaragdina Med1 48 x    

ThaS19 Thau smaragdina Med1   x   

ThaS20 Thau smaragdina Med1 52 x x x x 

ThaS22 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS23 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS25 Thau smaragdina Med1   x x x 

ThaS27 Thau smaragdina Med1 53 x x x x 

ThaS28 Thau smaragdina Med1 48 x* x   

VulR01 Vulcano rustica Med2   x x x 

VulR04 Vulcano rustica Med2   x x x 

VulR06 Vulcano rustica Med2   x x x 

VulR07 Vulcano rustica Med2   x x x 

VulR17 Vulcano rustica Med2   x x x 

VulR18 Vulcano rustica Med2   x x x 

VulS08 Vulcano smaragdina Med2   x x x 

VulS10 Vulcano smaragdina Med2   x x x 

* in the N85 column mark the individuals used in the BFD* computations (based on 1000 unlinked SNPs) 
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Table S2: Temperate Clade A T50-ITS2 sequence variants identification 

 

 Filters 

Number Total number Number of reads 

of ITS2 

variant 
of reads per ITS2 variant 

    (mean ± se) 

  Raw sequences   175933   

Step 1 Identification of ITS2 sequences 1 172592   

Step 2 Identification of unique ITS2 sequences 95881 172592 1.8 

Step 3 
Identification of shared sequence variants 4814 78443 16.29 ± 4.78 

(i) 

Step 3 
Identification of most abundant shared sequence variants 92 30365 330.05 ± 192.61 

(ii) 

Table S3: Test of species hypothesis by BFD*. The three species hypotheses tested were (1) 

morphs as species irrespective of the geographic origin of the anemones; the very divergent var. 

rufescens anemones from Banyuls, (2) the rest of Mediterranean anemones and English Channel 

ones as species; (3) the SVD clades as species. The MLE (log likelihoods) for each hypothesis 

was obtained by BFD*. The Bayes Factor (BF) was computed by considering either species 

hypothesis (1) as a Primary Species Hypothesis (PSH) and the two others as Secondary Species 

Hypotheses (SSH) (column 1 vs), or species hypothesis (2) as PSH and species hypothesis (3) 

as SSH (column 2 vs). All these BF values, here presented as 2 ln BF, were all decisively in 

favour of species hypothesis (3) (following Leache et al. 2014).  

 

Species hypothesis MLE 
2 ln BF 

1 vs 2 vs 

1 rufescens/smaragdina/rustica -18766.49   

2 BanRuf/(Med1 + Med2)/EngCh -17340.36 2852.26  
3 BanRuf/Med1/Med2/EngCh -17223.36 3086.26 234 
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Table S5: PERMANOVA analysis of the pairwise differentiation and partitioning of the 

Temperate Clade A T50-ITS2 diversity among A. viridis morphs in the genetic lineages 

Pairs F R2 
Adjusted 

p-value 

BanRuf (rufescens) vs EngCh (rufescens) 2.5821139 0.1557168 0.0154 

BanRuf (rufescens) vs EngCh (rustica) 2.2053833 0.0684787 0.01742 

BanRuf (rufescens) vs EngCh (smaragdina) 2.4114999 0.1385004 0.00373 

BanRuf (rufescens) vs Med1 (rustica) 1.4761786 0.1286298 0.0398 

BanRuf (rufescens) vs Med1 (smaragdina) 1.793263 0.0954205 0.0398 

BanRuf (rufescens) vs Med2 (rustica) 1.6698233 0.1001704 0.02978 

BanRuf (rufescens) vs Med2 (smaragdina) 0.9840473 0.0492416 0.54198 

EngCh (rufescens) vs EngCh (rustica) 0.8600653 0.0221324 0.77678 

EngCh (rufescens) vs EngCh (smaragdina) 0.8052078 0.0338249 0.87132 

EngCh (rufescens) vs Med1 (rustica) 1.5154505 0.0776539 0.0398 

EngCh (rufescens) vs Med1 (smaragdina) 1.4661574 0.0553974 0.05992 

EngCh (rufescens) vs Med2 (rustica) 1.3672864 0.0561116 0.08709 

EngCh (rufescens) vs Med2 (smaragdina) 3.8321928 0.1242919 0.00607 

EngCh (rustica) vs EngCh (smaragdina) 0.7133946 0.0179636 0.9415 

EngCh (rustica) vs Med1 (rustica) 1.3836118 0.0391032 0.07945 

EngCh (rustica) vs Med1 (smaragdina) 1.6998544 0.0398094 0.0136 

EngCh (rustica) vs Med2 (rustica) 1.3462 0.0333662 0.08709 

EngCh (rustica) vs Med2 (smaragdina) 4.8888544 0.1020875 0.0028 

EngCh (smaragdina) vs Med1 (rustica) 1.1648523 0.0577665 0.28784 

EngCh (smaragdina) vs Med1 (smaragdina) 1.3350771 0.0488412 0.08709 

EngCh (smaragdina) vs Med2 (rustica) 0.981414 0.0392858 0.65426 

EngCh (smaragdina) vs Med2 (smaragdina) 3.9051256 0.1223981 0.0028 

Med1 (rustica) vs Med1 (smaragdina) 1.020939 0.0463622 0.51749 

Med1 (rustica) vs Med2 (rustica) 1.0920386 0.0543518 0.404 

Med1 (rustica) vs Med2 (smaragdina) 2.3724641 0.0920386 0.0224 

Med1 (smaragdina) vs Med2 (rustica) 0.9783213 0.0362632 0.56426 

Med1 (smaragdina) vs Med2 (smaragdina) 3.3436111 0.1002774 0.0056 

Med2 (rustica) vs Med2 (smaragdina) 3.0033906 0.096873 0.00607* 

The values in bold are statistically significant with p-value < 0.05. The asterisk points the only pairwise 

comparison indicating a differentiation among morphs within a genetic lineage. 

Table S6: PERMANOVA analysis of the differentiation and partitioning of the Temperate 

Clade A SP-ITS2 diversity in A. viridis  

 

The values in bold are statistically significant with p-value < 0.05 

  df 
Sums 

F R² P(>F) 
of squares 

Among Morphs 2 0.93 2.1309 0.04088 0.0055 

Residual 100 21.8232   0.95913   

Total 102 22.7532   1   

Among Host genetic lineage 3 4.9655 9.2084 0.21823 0.0001 

Among Morphs within Host genetic 

lineage 
5 0.8914 0.9922 0.03919 0.4629 

Residual 94 16.896  0.74258  

Total 102 22.7532   1   
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Table S7: PERMANOVA analysis of the pairwise differentiation and partitioning of the 

Temperate Clade A SP-ITS2 diversity among A. viridis colour morphs 

 

  F R² 
Adjusted 

p-value 

rufescens vs rustica 3.145227 0.05601949 0.0129 

rufescens vs smaragdina 1.963599 0.03118625 0.0546 

rustica vs smaragdina 1.614289 0.01842496 0.0763 

The values in bold are statistically significant with p-value < 0.05. The p-value was adjusted with an 

FDR correction. 

Table S8: PERMANOVA analysis of the pairwise differentiation and partitioning of the 

Temperate Clade A SP-ITS2 diversity among A. viridis colour morphs considering 

independently var. rufescens from Banyuls (Ban) and from Plymouth (Ply) 

 

  F R² 
Adjusted 

p-value 

rufescens (Ban) vs rufescens (Ply) 7.327034 0.36045762 0.005 

rufescens (Ban) vs rustica 2.458715 0.04778034 0.012 

rufescens (Ban) vs smaragdina 1.636725 0.03838767 0.084 

rufescens (Ply) vs rustica 3.514543 0.06713353 0.003 

rufescens (Ply) vs smaragdina 5.239221 0.09484604 0.0006 

rustica vs smaragdina 1.614289 0.01842496 0.084 

The values in bold are statistically significant with p-value < 0.05. The p-value was adjusted with an 

FDR correction. 

Table S9: PERMANOVA analysis of the pairwise differentiation and partitioning of the 

Temperate Clade A SP-ITS2 diversity among A. viridis genetic lineages 

 

 

 

 

 

 

 

The values in bold are statistically significant with p-value < 0.05. The p-value was adjusted with an 

FDR correction. 

  F R² 
Adjusted 

p-value 

BanRuf vs EngCh 5.512642 0.09262977 0.0022 

BanRuf vs Med1 1.430598 0.05215337 0.1369 

BanRuf vs Med2 1.984534 0.07943049 0.04524 

EngCh vs Med1 14.271417 0.15809453 0.0003 

EngCh vs Med2 18.941614 0.20601785 0.0003 

Med1 vs Med2 2.374094 0.05011376 0.0093 
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III. Dynamique d’association hôte-symbiote 

III.1. Un holobiote, un individu changeant ? 

Au sein d’un holobiote, l’association entre l’hôte et ses symbiotes est dynamique. Les 

symbiotes peuvent être présents dès les premiers stades embryonnaires ou s’associer à l’hôte 

plus tardivement. De plus, au cours de la vie de l’hôte, la population de symbiotes peut changer, 

en partie ou en totalité, et la dynamique de cette association fait de l’holobiote un individu certes 

multiple mais surtout changeant, qualitativement (au regard du type de microorganismes 

associés) et quantitativement (en fonction du nombre de microorganismes présents et/ou de leur 

proportions relatives). 

L’association entre l’hôte et ses symbiotes mutualistes peut s’établir de multiples manières. 

L’acquisition peut se faire (i) des parents aux descendants tel un legs d’au moins une partie de 

la diversité symbiotique, on parle alors de transmission verticale ; ou bien (ii) par l’acquisition 

depuis l’environnement des symbiotes localement présents, ce qui correspond à une acquisition 

horizontale. Dans le cas d’une transmission verticale, on s’attend à trouver dans les populations 

une forte corrélation entre un génotype hôte et la population de ses symbiotes. En effet, une 

diversité symbiotique donnée sera transmise aux descendants en même temps qu’une partie des 

gènes parentaux, et seule la mutation pourra introduire de nouveaux variants dans la population 

symbiotique transmise (Figure III.1-1). La transmission verticale assure la persistance des 

symbiotes dans les populations hôte, en garantissant une association avantageuse dès les 

premiers stades de développement et sur de nombreuses générations (Zilber-Rosenberg & 

Rosenberg 2008). Dans le cas d’une acquisition horizontale, pour les espèces dans lesquelles 

les descendants n’héritent pas directement des symbiotes parentaux, la capacité à accueillir 

depuis l’environnement des symbiotes permet aux hôtes d’établir une symbiose avec des 

symbiotes résidant dans le milieu et donc a priori adaptés aux conditions locales. Quoi qu’il en 
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soit, la diversité symbiotique est donc a minima la résultante de l’équilibre mutation/dérive au 

sein de cette population locale de symbiotes, qui peut de surcroît être influencée par la sélection 

locale chez ces mêmes symbiotes. Par conséquent, dans le cas d’une acquisition horizontale, on 

s’attend à avoir au final une absence de corrélation entre le génotype de l’hôte et les populations 

symbiotiques (Ebert 2013). 

A ces deux modes de transmission intergénérationnelle, qui permettent un établissement de la 

symbiose relativement tôt dans la vie des organismes, peut s’ajouter la capacité à acquérir de 

nouveaux symbiotes au stade adulte à partir du pool local de symbiotes (libres dans le milieu 

ou présents dans les autres hôtes). On considère que les transmissions intergénérationnelles 

exclusives ne sont pas les plus répandues dans le monde du vivant, mais que la plupart des 

holobiotes utilise aussi cette acquisition horizontale (Ebert 2013), ce que l’on nomme le modèle 

mixte. Dans un modèle mixte on peut donc s’attendre à une transmission directe d’une partie de 

la diversité génétique symbiotique d’une génération à l’autre couplée à une homogénéisation 

locale des contenus symbiotiques entre hôtes (Figure III.1-1).  

 

Quel que soit le mode d’acquisition des symbiotes, l’association reste néanmoins dynamique 

avec une répartition des symbiotes qui peut varier dans le temps et l’espace (Figure III.1-1). 

Figure III.1-1 : Influence du mode de transmission des symbiotes sur la diversité génétique symbiotique 

attendue intra-hôte. 

Les flèches verticales illustrent une transmission verticale des symbiotes d’une génération à l’autre, 

les flèches horizontales illustrent une acquisition horizontale entre individus génétiquement différents sur 

trois générations (G0, G1 et G2). 

(modifiée de Catanéo 2011) 
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Intra-hôte, la dérive génétique modifiera la composition symbiotique d’une génération 

symbiotique à l’autre. A ce processus neutre peut s’ajouter l’effet de la sélection. Dans un 

système vertical strict ou fermé, la sélection intervient au niveau de l’holobiote puisque hôtes 

et symbiotes sont en déséquilibre d’association. On aura donc localement une compétition inter-

holobiotes : si une combinaison génotype hôte/assemblage symbiotique est nécessaire pour 

survivre, les holobiotes qui ne l’ont pas disparaîtront (voir par exemple LaJeunesse et al. 2010). 

En revanche, dans le cadre d’une acquisition horizontale ou d’un modèle mixte, une 

composition symbiotique sélectivement bonne peut s’échanger entre hôtes ou avec le milieu, 

ce qui permet une adaptation rapide aux conditions locales.  

III.2. Des modes d’acquisition multiples chez A. viridis ? 

Chez les Cnidaires, les deux modes de transmission intergénérationnelle ont été décrits et ne 

semblent être reliés ni à la phylogénie des hôtes (Baird et al. 2009) ni à la phylogénie des 

symbiotes (Swain et al. 2018). Chez les Scléractiniaires (coraux constructeurs de récifs), il a 

été observé des Symbiodiniacées dans les œufs d’environ un quart des espèces émettant leurs 

gamètes dans le milieu (appelés spawners en anglais), la majorité des coraux acquérant donc 

leur symbiote au stade larvaire depuis le milieu (Baird et al. 2009). Bien que plus rares, des 

études montrent que certains coraux semblent également capables d’allier transmission 

verticale et acquisition horizontale. Par exemple chez le corail à transmission verticale 

Stylophora pistillata, Byler et al. (2013) ont identifié des colonies contenant différents genres 

de Symbiodiniacées (Symbiodinium précédemment clade A et Cladocopium précédemment 

clade C) alors que le symbiote qui leur a été transmis appartenait uniquement à un seul genre, 

le genre majoritaire dans la colonie mère. Les auteurs ont ainsi suggéré que cette stratégie 

permettait à ce corail d’acquérir des symbiotes potentiellement mieux adaptés aux conditions 

environnementales locales en complément du pool déjà présent in hospite. 
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Chez A. viridis, les Symbiodiniacées sont transmises par la mère et sont déjà présentes dans 

l’oocyte (avec 300 symbiotes en moyenne et jusqu’à 1000 par oocyte Zamoum comm. pers.) au 

moment de l’émission des gamètes dans le milieu (Schäfer 1984; Utrilla et al. 2019). Ce pool 

de symbiotes est maintenu tout au long du développement de la larve et augmente au moment 

de la fixation et de la formation du polype (Zamoum et al. in prep) (Figure III.2-1).  

 

Ce mode de développement semble donc suggérer l’existence d’une relation fermée entre les 

deux partenaires avec un transfert vertical strict des symbiotes au stade embryonnaire, qui 

constituerait ainsi le cheptel de symbiotes à l’état adulte. De précédentes études semblaient 

également montrer une absence de variation de la population symbiotique au stade adulte chez 

A. viridis. Bythell et al. (1997) ont montré par exemple une absence de variation génétique des 

symbiotes chez A. viridis en réponse aux habitats subtidaux et intertidaux. De plus, Hartle-

Mougiou et al. (2012) ont observé que, bien qu’ils soient cultivés pendant une décennie à 

proximité de Cnidaires contenant principalement des symbiotes de clade C (Cladocopium), les 

individus d’A. viridis arboraient toujours uniquement le clade A tempéré. Malgré ces 

Figure III.2-1 : Photographie d’une larve d’A. viridis au stade edwardsia 

Les zooms successifs sur les Symbiodiniacées correspondent à des symbiotes en culture observés au 

microscope optique (© SyMar), et à l’observation d’une coupe en microscopie à transmission (© Goiran) sur 

laquelle sont identifies le noyau (N), une mitochondrie (M), n chloroplaste (C) et une organelle 

d’accumuation/stockage, le pyrénoïde (P). 
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constatations, aucune étude n’a jusqu’à présent mesuré la dynamique de l’association 

symbiotique à l’échelle intra-clade, et donc intra-genre des Symbiodiniacées (LaJeunesse et al. 

2018). Or, comme démontré dans Porro et al. (2019) (annexe A2), cette diversité n’est pas 

négligeable et semble même structurée en fonction de la géographie et/ou de la lignée génétique 

hôte. Nous avons donc mené une étude approfondie de la diversité des symbiotes chez A. viridis 

pour écarter ou non l’existence additionnelle d’une acquisition horizontale des symbiotes chez 

l’adulte (i.e. un modèle mixte de transmission symbiotique) qui pourrait contribuer à la réponse 

de cet organisme à des environnements contrastés. 

Afin de déterminer si la transmission verticale des symbiotes était le seul mode possible 

d’acquisition des symbiotes, nous avons étudié les corrélations existant ou non entre la diversité 

génétique des hôtes échantillonnés en Méditerranée et la diversité des assemblages de 

symbiotes. De plus, nous avons tiré profit des capacités de reproduction asexuée d’A. viridis 

qui produit facilement des populations clonales, pour comparer cette diversité des assemblages 

de symbiotes entre et au sein des clones. Si la transmission verticale est effectivement stricte, 

des hôtes génétiquement proches devraient avoir un contenu symbiotique similaire. De façon 

encore plus marquée, les représentants d’un même clone, aussi distants géographiquement 

soient-ils, devraient abriter des populations symbiotiques plus proches entre elles que deux 

anémones prises au hasard. 

III.2.1. Echantillonnage de populations méditerranéennes 

Cette étude a été menée au sein du morphe smaragdina pour lequel nous avions déjà pu nous 

assurer de sa capacité à produire des clones dans plusieurs sites de la Méditerranée (Mallien et 

al. 2017; Porro et al. 2019). Nous avons donc échantillonné spécifiquement 237 individus dans 

cinq sites le long des côtes françaises de Méditerranée nord-occidentale : Banyuls (Ban), 

Barcarès (Bar), Thau (Tha), Marseille (Mar), et Scandola (Sca) (cf. l’article Porro et al. in prep 

annexe A3). 
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III.2.2. Génotypage 

III.2.2.1. Identification des clones chez l’hôte animal 

Nous avons utilisé le RAD séquençage (RADseq) afin de générer les SNPs qui ont servi au 

génotypage des hôtes. L’identification de représentants (ramets) d’un même clone ((genet, selon 

Harper 1977) est basée sur le partage, à la mutation somatique près, d’un même génotype. Les 

séquençages de nouvelle génération (NGS), dont fait partie le RADseq, génèrent une telle 

quantité de marqueurs qu’aucun génotype identique n’a été trouvé de façon répétée dans le jeu 

de données. Nous avons donc défini par simulation (à l’aide du paquet R RClone, Bailleul et al. 

2016) un seuil de distance génétique deux-à-deux en dessous duquel des anémones étaient 

considérées comme appartenant à la même lignée multilocus (MLL) clonale (Arnaud-Haond et 

al. 2007). Les MLL ont été définies à partir des SNPs diallèliques partagés par au moins 95% 

des individus et dont l’allèle le plus rare était présent à une fréquence d’au moins 1% (soit 

5299 SNPs). A partir des MLL identifiées nous avons également calculé une richesse clonale 

(R) en utilisant le nombre de MLL différentes en lieu et place des génotypes : 

𝑅 =
𝐺 − 1

𝑁 − 1
 

où G est le nombre de génotypes différents identifiés dans un échantillon de N individus. Ainsi 

au plus R est élevé, au moins de ramets d’un même genet ont été échantillonnés. 

III.2.2.2. Caractérisation des Symbiodiniacées associées 

Chaque anémone contient une population de Symbiodiniacées qui sont tous haploïdes. Mesurer 

la diversité génétique symbiotique in hospite revient donc à génotyper des populations 

d’organismes haploïdes (Santos & Coffroth 2003). Dans le but de caractériser les 

Symbiodiniacées au sein d’A. viridis, nous avons utilisé une première approche, qui malgré ses 

défauts, fait référence au sein de la communauté scientifique : l’ ITS2. Il permet de mesurer une 

diversité génétique pertinente au niveau de l’espèce (Coffroth & Santos 2005), dans notre cas 
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intra-clade A temperé (Figure III.2-2). Les séquences ITS2 obtenues par NGS ont servi à 

génotyper les Symbiodiniacées à l’aide de la procédure d’analyse SymPortal (Hume 2019; 

Hume et al. 2019; Porro et al. 2019). 

Pour affiner le génotypage des symbiotes et caractériser, non plus les genres/espèces mais les 

populations de symbiotes, nous avons utilisé des marqueurs microsatellites (Figure III.2-2) car 

la vitesse d’évolution des microsatellites permet de détecter des évènements évolutifs récents 

(Cornuet et al. 2010; Posbic Leydet et al. 2018). Les populations de Symbiodiniacées ont été 

génotypées avec quatre marqueurs microsatellites (table 1 annexe A3): trois obtenus à partir 

d’une banque d’EST (Expressed Sequence Tag) (Sabourault et al. 2009), et un ayant servi au 

génotypage des populations de symbiotes de la gorgone Eunicella singularis (Abdoullaye et al. 

2010; Catanéo et al. 2009).  

 

 

Figure III.2-2 : Récapitulaif des marqueurs utilisés sur les Symbiodiniacées (à droite) et le niveau 

taxonomique pertinent pour interpréter la diversité génétique mesurée (à gauche). 

En bleu les marqueurs nucléaires, en rouge les marqueurs mitochondriaux et en vert les marqueurs 

chloroplastiques. 

(schémas modifiés de LaJeunesse et al.; Coffroth & Santos 2005; Thornhill et al. 2017; 

photo de microscopie de C.Goiran) 
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Le séquençage de ces marqueurs a été effectué par NGS en Illumina. Cela permet de détecter 

des allèles rares mais pose le problème du choix des filtres utilisés pour éliminer le bruit de 

fond et identifier les allèles vrais. Nous n’avions pas d’a priori concernant la taille des 

populations de symbiotes in hospite, ni la diversité microsatellite attendue chez A. viridis. En 

effet, chez un autre Cnidaire symbiotique, Pey et al. (2013) et Catanéo (2011) ont pu révéler 

jusqu’à 7 allèles pour un locus microsatellite au sein d’une même colonie chez un hôte 

gorgonaire, Eunicella singularis. Alors que chez le corail Acropora palmata, une unique souche 

de Symbiodiniacées est détectée dans plus de 80% des colonies (Baums et al. 2014). Nous avons 

donc choisi de considérer toutes les lectures contenant le motif microsatellite et d’utiliser leur 

distribution de fréquences relatives pour caractériser les populations de symbiotes dans 

lesquelles, de facto, plus d’un « allèle » intra-hôte pouvait avoir une fréquence supérieure à 25% 

(Figure III.2-3). Les distances inter-anémone basées sur le contenu symbiotique ont été 

calculées en utilisant une distance de Manhattan.  
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III.2.3. Résultats majeurs 

III.2.3.1. Des lignées génétiques hôte partageant une même diversité 

symbiotique 

Pour déterminer si des hôtes génétiquement proches se ressemblaient également dans leur 

contenu symbiotique, nous avons calculé la corrélation entre la distance génétique hôte et la 

différence de composition symbiotique caractérisée par l’assemblage de séquences ITS2 

(Figure 3A, annexe A3) et les distributions microsatellites (Figure 3B, annexe A3). Aucune 

corrélation statistiquement significative n’a été mesurée sur les 148 individus pour lesquels 

nous avons pu croiser distances hôte et distances symbiotiques. 

Sachant qu’il existait des lignées génétiques hôte différenciées en Méditerranée, nous avons 

redéfini ces lignées dans ce nouveau jeu de données afin de pouvoir détecter un éventuel effet 

de ces lignées génétiques sur la composition symbiotique. Nous avons pu identifier quatre 

lignées génétiques en Méditerranée, les deux lignées précédemment identifiées Med1 et Med2, 

et a priori deux nouvelles lignées (Figure III.2-4) auxquelles nous ferons référence comme 

Med3 et Med4. Ces lignées sont retrouvées en sympatrie avec un faible niveau d’introgression. 



Dynamique d’association hôte-symbiote 

 137 

 

Dans le cadre d’une transmission verticale stricte, on aurait pu s’attendre à une forte corrélation 

entre les lignées génétiques et leur contenu en symbiotes. Pourtant, les analyses en 

PERMANOVA sur la composition en symbiotes (caractérisée avec l’ITS2 et les microsatellites, 

Tableau III.2-1, Table 3 annexe A3), montrent systématiquement que la composition des 

populations symbiotiques semble plus influencée par l’origine géographique des anémones que 

par l’appartenance de l’hôte à une des lignées génétiques. Nous n’avons d’ailleurs pas pu mettre 

en évidence « d’allèles » microsatellites diagnostiques de ces lignées (Figure III.2-3). Ces 

résultats montrent donc une influence de l’environnement sur le contenu symbiotique des 

individus d’A. viridis, ce qui qui conforterait une modification possible de l’assemblage des 

symbiotes chez l’hôte adulte. 

Figure III.2-4 : Identification et répartition des quatre lignées (clusters) méditerranéennes nord-occidentales 

d’A. viridis 

A. Probabilité d’attibution des hôtes à chacune des quatres lignées méditerranéennes (sur le jeu de données 

comptant 1 ramet par genet). 

B. Distribution des lignées génétiques par site et estimation de la richesse clonale (R) par site et par lignée 
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Tableau III.2-1 : Différenciation de la composition symbiotique basée sur l’ITS2 (partie supérieure) ou les 

distributions de microsatellites (partie inférieure) 

 Df 
Somme 

des carrés 
Moyenne 
des carrés 

F.Model R2 Pr(>F) 

Site 4 2.4868 0.6217 2.92662 0.08028 1.00E-05 
Lignée 3 0.6705 0.2235 1.05212 0.02165 0.3437 

Site x Lignée 7 1.2646 0.18066 0.85043 0.04083 0.857 

Résidus 125 26.5536 0.21243  0.85725  

Total 139 30.9755   1  

Site 4 196.64 49.16 15.152 0.2829 1.00E-05 
Lignée 3 25.66 8.552 2.636 0.03691 0.00221 

Site x Lignée 7 41.29 5.898 1.818 0.0594 0.00566 

Résidus 133 431.5 3.244  0.62079  

Total 147 695.09   1  

 

III.2.3.2. Des « ramets » symbiotiquement différents 

L’existence de clones au sein des populations étudiées, nous a permis d’analyser la diversité en 

symbiotes au sein même des MLL et d’évaluer la dynamique de cette association à cette échelle. 

De plus, nous nous sommes servis d’une configuration intra-MLL particulière, répétée plusieurs 

fois dans notre échantillonnage, qui consiste en l’existance de MLL possédant des ramets 

dispersés dans plusieurs sites, comme par exemple la MLL R106 appartenant à la lignée Med2 

et dont les ramets sont dispersés entre Banyuls, Barcarès et Thau (Figure III.2-5). Ces MLL 

nous ont permis de comparer les distances symbiotiques obtenues à partir des distributions 

microsatellites, entre ramets de sites différents (Inter-Locations) ou entre ramets d’un même 

site (Intra-Locations), intra-MLL (Figure III.2-5). 
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Les résultats ont montré qu’à l’échelle même d’un MLL, on observe une différence dans la 

composition symbiotique en fonction des sites et non en fonction de l’identité génétique de 

l’hôte. Ces résultats décrivent donc une dynamique possible de l’assemblage symbiotique chez 

A. viridis. De plus, il semble qu’il puisse y avoir plus d’un allèle microsatellite par locus par 

hôte (cf. Figure III.2-3) ce qui implique une population de différentes souches de 

Symbiodiniacées et renforce la diversité symbiotique précédamment mesurée avec l’ITS2 

(Porro et al. 2019). Dans le cas d’une transmission verticale stricte, cette structuration de la 

diversité symbiotique pourrait être due à une convergence sélective locale à partir d’un pool 

symbiotique systématiquement divers transmis à chaque larve. Il s’avère que cette même image 

d’une diversité génétique plus structurée par la géographie que par la lignée génétique hôte , y 

compris intra-genet, a déjà été observée chez Acropora palmata. Or, ce corail, qui est un corail 

à larve asymbiotique, doit donc acquérir ces symbiotes horizontalement, depuis 

l’environnement, à chaque génération (Baums et al. 2014). Dans la mesure où l’on considère 

l’existence d’un modèle mixte d’acquisition chez A. viridis, nous pouvons expliquer la structure 

Figure III.2-5 : Analyse du contenu symbiotique au sein de MLL multi-sites. 

A gauche : distribution géographique des MLL clonales. Le nombre d’individus appartenant à chaque MLL est 

donné par site. A droite : Comparaison inter et intra-site des distances symbiotiques intra-MLL. Les croix rouges 

marquent la moyenne de chaque distribution, l’écart-type est donné entre parenthèse. pvalue du test de Kruskal-

Wallis < 2.2E-16 



Dynamique d’association hôte-symbiote 

 140 

observée par le partage d’une diversité symbiotique locale entre hôtes génétiquement 

différenciés. Cette hypothèse est d’autant plus parcimonieuse que l’existence d’un modèle 

mixte de transmission semble plutôt la règle que l’exception dans les systèmes symbiotiques 

(Ebert 2013). Un modèle mixte de transmission chez A. viridis implique que l’adaptation de 

l’holobiote à son environnement pourrait se faire à différents niveaux : depuis la population de 

symbiotes à l’hôte et jusqu’à l’association hôte-symbiote. 
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A3. Geography shapes symbiont composition in 

Anemonia viridis lineages from the Mediterranean Sea 

GEOGRAPHY SHAPES SYMBIONT COMPOSITION IN ANEMONIA VIRIDIS LINEAGES 

FROM THE MEDITERRANEAN SEA 

Porro B., Zamoum T., Mallien C., Hume B.C.C., Voolstra C.R., Furla P.* & Forcioli D.* 

*These authors contributed equally: Paola Furla & Didier Forcioli 

ABSTRACT 

Deciphering the mechanisms of symbiont acquisition in a holobiont is essential to understand 

its adaptative capacities. In Cnidarian, few species acquire their photosynthetic symbionts 

directly from their parents but an additional putative acquisition of symbionts at the adult stage 

is uncertain. In Anemonia viridis, a Mediterranean sea anemone with vertical transmission, the 

capacity for such a horizontal acquisition is still unexplored. To highlight the dynamics of the 

association between A. viridis and its Symbiodiniaceae, we genotyped representatives of animal 

host clones in five different locations in the Mediterranean Sea. We first identified the existence 

of multiple A. viridis lineages in Mediterranean sea. Then, within lineages and within clones, 

we measured a differentiation in symbiont composition that depended on the geographical 

origin of the sea anemones. This result suggests a dynamic relationship between host and 

symbiont in A. viridis with a dose of horizontal acquisition on top of the previously described 

vertical transmission in A. viridis. 

KEYWORDS 

Symbiodiniaceae, RADsequencing, microsatellite, symbiont acquisition, multilocus lineages 

 

INTRODUCTION 

Photosymbionts present in many marine 

cnidarians (including corals, gorgonians and 

sea anemones) play key roles on the 

physiology and ecology of their hosts. 

Among the anthozoans, the main 

photosynthetic symbionts are dinoflagellates 

belonging to the Symbiodiniaceae family. 

Located intracellularly, the Symbiodiniaceae 

translocate most of the organic compounds 

they produce by photosynthesis to their host 

cells and thus enabled the expansion of 

symbiotic cnidarians in oligotrophic waters. 

The Symbiodiniaceae family comprises 

different clades, seven of which were 

described as genera (LaJeunesse et al. 2018) 

with clear different functional responses to 

acidification (Brading et al. 2011; Suggett et 

al. 2012), to temperature (Suggett et al. 2008; 

Tchernov et al. 2004), and light variation 

(Reynolds et al. 2008), or to pro-oxidant 

environment (Roberty et al. 2016). In 

addition, even within Symbiodiniaceae 

species, genetic differentiation between 

symbiont populations was correlated with 

different thermal sensitivities (Howells et al. 
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2012).  

The cnidarian-dinoflagellate holobiont is 

deeply diverse with the occurrence of one 

dominant or multiple symbiont strains within 

hosts, but also with the presence of different 

strains among cnidarian individuals in respect 

to diverse ecological factors (see for review 

Parkinson & Baums 2014). The 

photosymbionts can be acquired by the 

cnidarian hosts in different ways: they can be 

transmitted from parents to offspring by 

vertical transmission through asexual or 

sexual reproduction, allowing for an 

advantageous association to be maintained 

through generations (Zilber-Rosenberg & 

Rosenberg 2008), or they can be acquired by 

an alternative mode of acquisition at larval or 

adult stage, called horizontal acquisition, 

which could be hazardous (because of the 

uncertainty in partner occurrence) but which 

could represent an efficient way to obtain new 

or more advantageous symbionts. Why a 

given coral species picked the vertical or 

horizontal symbiont acquisition mode is still 

not understood, but in scleractinian corals, 

only 25% of spawning species (i.e. that emit 

their gametes directly in the ocean) have 

photosymbionts in their eggs and belong only 

to some specific genera (Montipora, 

Acropora, Pocillopora, and Porites; Baird et 

al. 2009). In contrast, temperate symbiotic 

sea anemones have mainly vertical “closed 

acquisition systems” (Muller-Parker & Davy 

2001). Although horizontal acquisition in 

adult cnidarians was poorly studied in the 

field (excepted after post-bleaching episodes), 

Byler et al. (2013) demonstrated that some 

species, as Stylophora pistillata, can combine 

both acquisition modes. However, the 

capacity to acquire new photosynthetic 

symbionts at the adult stage in Cnidaria 

triggered a number of articles, mainly 

because of the constant improvement of the 

technique used to estimate symbiotic 

diversity and to detect cryptic strains 

(Bonthond et al. 2018; Cunning et al. 2017) 

but also because it is fundamental to better 

understanding adaptive capabilities of the 

association (Lajeunesse et al. 2010). 

 

In Anemonia viridis, a species of symbiotic 

sea anemone widely distributed in Europe, 

from the Mediterranean Sea to the North Sea, 

we previously investigated the genetic 

diversity of the hosted symbionts, using the 

ITS2 variability gold standard (Porro et al. 

2019). In A. viridis, a unique Temperate A 

clade Symbiodiniaceae (LaJeunesse et al. 

2018; or A’ sensu Savage et al. 2002; and 

Visram et al. 2006) has been identified, 

showing nevertheless a clear genetic diversity 

within the clade (Casado-Amezúa et al. 2014; 

Porro et al. 2019). In addition, we detected a 

strong symbiont differentiation in respect to 

the geographical origin and the host lineage 

(Porro et al. 2019). Specifically, we revealed 

the occurrence of different assemblages of 

Temperate A clade Symbiodiniaceae in at 

least two lineages of A. viridis. The two 

lineages were however found in two 

geographical distinct areas, questioning the 

origin and the geographic or lineage 

specificity of the host-symbiont association. 

A. viridis can reproduce both sexually, 

emitting gametes in the water column, and 

asexually. The clonal reproduction occurs by 

longitudinal fission of the gastrovascular 

column (from the foot to the mouth) (Shick 

1991) and the representatives (ramets) of a 

same genotype (genet, see Harper 1977) are 

expected to aggregate in large carpets of 

clonal individuals (Schmidt 1972). Whatever 

the reproduction mode, this sea anemone is 

thought to inherit its photosymbionts by 

vertical transmission either by (i) maternal 

transmission through oocytes (Schäfer 1984; 

Utrilla et al. 2019) with a mean of 300 

symbionts per oocytes (personal 

communication) or (ii) by partitioning of the 

symbiont population of the “mother” between 

ramets. The vertical transmission guarantees 

the continuity of this important trophic 

association, as the sea anemone holobiont is 

qualified as almost totally autotrophic (Davy 

et al. 1996; Muller-Parker & Davy, 2001). 

However, no study of the dynamic of 

photobiont populations at the adult stage has 

been conducted in A. viridis so far, although 

it would fill an important gap in the 

understanding of the plastic and adaptative 

capacities of this species. Indeed, many 
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studies have highlighted its strong capacity 

for resistance to extreme and perturbed 

environments (Richier et al. 2005; Suggett et 

al. 2012; Ventura et al. 2016) but the dynamic 

and the role of the symbiont genetic diversity 

has never been questioned in this context. In 

addition, the eventual occurrence of 

horizontal symbiont acquisition on top of the 

vertical transmission may provide a 

mechanism for adaptation, cumulating the 

intergenerational stability of the association 

with the capacity to acquire locally better 

adapted symbiont strain (Parkinson & Baums 

2014). Such flexibility would be beneficial 

for an organism living in a diverse and 

changing environment.  

 

To determine whether a closed vertical mode 

of photosymbiont transmission occur in 

Anemonia viridis or complementary 

horizontal symbiont acquisition is also 

possible in this species, we investigated the 

strength of the link between host genetic 

diversity and symbiont assemblage. We first 

delimitated reproductively isolated lineages 

within the A. viridis species complex (using 

RAD sequencing markers), and then 

compared their photosymbiont contents 

(based on NGS acquired nuclear ITS2 and 

microsatellite diversity). We also used the 

pervasive asexual reproduction occurring 

within these A. viridis lineages to estimate the 

proximity in photobiont content within and 

among different sea anemone “clonemates” 

(as identified with RAD sequencing markers) 

sampled in distinct geographical locations. 

We hypothesized that in a strictly closed 

vertical transmission, ramets from the same 

genet should be closer from each other for 

their photobiont content than two sea 

anemones from different genets, irrespective 

of their geographical location. In contrast, the 

occurrence of horizontal symbiont 

acquisition would be revealed by a strong 

geographical effect independently of the 

lineage and/or genet of the host. 

 

 

 

MATERIAL AND METHOD 

Mediterranean sea anemones 

We sampled 237 individuals of Anemonia 

viridis var smaragdina from five locations in 

the Mediterranean eastern basin at Banyuls 

[Ban, with 50 sea anemones sampled], 

Barcarès [Bar, 44], Thau [Tha, 48], Marseille 

[Mar, 49] and Scandola [Sca, 46] (see the 

legend of the figure 1 for GPS coordinates). 

For each sea anemone, a dozen tentacles were 

cut, fixed in 70% ethanol and preserved at 

80°C until DNA extraction. Total DNA was 

extracted as in Mallien et al (2017) following 

a modified “salting out” protocol (Miller et al. 

1988). 

 

Host genotyping 

RADsequencing 

The libraries were prepared following Porro 

et al. (2019). Sequencing was performed on 

an Illumina HiSeq 2000 (100-bp single read 

format) at MGX (Montpellier, France). 

Raw sequence reads were demultiplexed, 

filtered and clustered with iPyRAD v0.3041 

(Eaton 2014) with a clustering threshold set 

to 90%. We identified the distribution of the 

missing data by computing the proportion of 

shared loci between all pairs of individuals in 

R using the package RADami (Hipp 2014). 

This led to a selection of a subset of 197 

individuals. Over these 197 individuals, the 

iPyRAD loci were filtered using VCFTools 

v0.1.15 (Danecek et al. 2011) to keep loci 

present in at least 95% of individuals (25603 

SNPs). 

Detection of clonality and MLL identification 

To identify the possible multilocus lineages 

(MLL), we computed between individuals 

pairwise distances, with the R package 

RClone (Bailleul et al. 2016), keeping only 
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SNPs with a minimum allele frequency (maf) 

of 1% (5299 SNPs over 25603). The observed 

distributions of pairwise genetic distances 

thus obtained were compared to simulated 

distributions of the expected genetic 

distances under the assumption of purely 

sexual reproduction (with or without selfing) 

computed with RClone. This allowed us to 

define a threshold distance value that we used 

to affect individuals to MLL using the 

function mlg.filter from the R package poppr 

(Kamvar et al. 2014). We calculated the 

clonal richness (R) considering the number of 

MLL as the number of different genotypes 

over the total number of sampled sea 

anemones (global, by location and by host 

genetic cluster). 

Structuration of host genetic diversity 

To identify putative species in the Western 

Mediterranean basin, we used only one 

individual per MLL and a maf of 1% that 

corresponded to a dataset of 65 individuals 

with 6498 SNPs, identified as the N65 dataset. 

We computed the species tree with 

SVDquartets (Chifman & Kubatko 2014) 

implemented in PAUP* v4.0A165 (Swofford 

1998, 2001) with an exhaustive quartet 

sampling and a sNMF quantitative 

hierarchical genetic clustering with the LEA 

R package (Frichot & François 2015) by 

computing individual ancestry coefficients. 

The optimal number of clusters from which 

the individuals in the dataset could be traced 

back was determined using the entropy 

criterion. The result was visualized using a 

STRUCTURE-like representation showing, 

for each individual, the relative probability of 

attribution to each cluster according to its 

multilocus genotype. The individuals which 

were not kept into the N65 dataset because 

they were a repetition of an MLL, were 

attributed to the same main cluster as their 

MLL representative in the N65 dataset. 

To test whether the snmf clusters and SVD 

clades were independent species, we 

compared the likelihood of the species 

hypothesis they constitute to the likelihood of 

a primary species hypothesis based on the 

geographical locations of the individuals. 

This test was performed using BFD* (Leaché 

et al. 2014). In order to manage computing 

times, these analyses were performed using 

only a subset of 14 individuals without 

missing data, with a maf of 0.1 and a LD 

pruning threshold of 0.2 (SNPRelate package, 

Zheng 2012) which constituted a dataset of 

1197 SNPs. The BFD* analyses were 

performed in BEAST2 (Bouckaert et al., 

2014) with 48 path sampler sets of 100000 

MCMC repetitions, to sample in 800000 

MCMC iterations of SNAPP (Bryant et al., 

2012). The number of SNAPP iterations was 

chosen to ensure proper convergence of the 

species tree inference. To ensure the 

convergence of the computations, the BFD* 

analyses were run twice, first on the 598 first 

SNPs and then on the 599 last ones. 

The Wright’s F-statistic among and within 

populations were computed using the R 

packages StAMPP (Pembleton et al. 2013) 

and hierfstat (Goudet & Jombart 2015). 

 

Photosymbiont genotyping 

ITS2 sequences 

The symbiont populations were genotyped 

using the nuclear ribosomal DNA internal 

transcribed spacer 2 (ITS2). We used the 

primers from Stat et al. (2009): the forward 

itsD (5’-GTGAATTGCAGAACTCCGTG-

3’) and the reverse its2rev2 (5’-

CCTCCGCTTACTTATATGCTT-3’). 
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Microsatellite markers 

The symbiont populations were also 

genotyped using four microsatellites: three 

designed from an Expressed Sequence Tag 

library of A. viridis holobionts (Sabourault et 

al. 2009) and one from the study of Catanéo 

et al (2009; and Abdoullaye et al. 2010) about 

the temperate symbiotic Symbiodiniaceae 

from the Mediterranean gorgonian Eunicella 

singularis (with the NCBI accession number 

FJ917549.1, table 1). These markers are 

particularly useful to genotype populations 

instead of species (Coffroth & Santos 2005) 

as they are more informative on recent 

evolutive events (Cornuet et al. 2010; Leydet 

& Hellberg 2016).  

Genotyping PCR amplifications of the 

microsatellite loci were performed by Access 

Array (FLUIDIGM) PCR and next 

generation sequencing of the amplicons were 

obtained by MiSeq Illumina Technology 

(2x250bp paired-end) at the Brain and Spine 

Institute (ICM, Paris, France). The symbiont 

populations were not successfully amplified 

from all the sampled individual, and only 148 

sea anemones could be genotyped for both 

host and symbiont microsatellite markers. 

These individuals composed the N148 dataset 

(table S1). 

The ITS2 sequences were validated as 

variants with the SymPortal pipeline (Hume 

2019; Hume et al. 2019) based on a minimum 

entropy decomposition algorithm, as in Porro 

et al. (2019). 

For the microsatellite markers, the forward 

and reverse reads were assembled, then 

trimmed and tagged by microsatellite locus 

using OBITools scripts (Boyer et al. 2016). 

To filter background noise and to identify 

reads with actual microsatellite repeats, we 

used the MicNeSs python script (Suez et al. 

2016) with a tolerance of one substitution in 

the microsatellite motif. Because MicNeSs 

was designed for diploid organisms, and 

because we did not want to bias the genetic 

diversity by forcing a maximum of two 

microsatellite alleles per symbiont population, 

we choose to consider for each individual, 

instead of the genotype, the raw observed 

distribution of the reads containing a given 

microsatellite. We kept for further analysis 

only the sea anemones with a distribution (i.e. 

with genetic information) for at least three out 

of the 4 photobiont microsatellite markers 

used. 

Symbiont differentiation 

We compared the different composition in 

photosymbionts using the presence/absence 

of the ITS2 variants among the hosts. For the 

microsatellite markers we compared the 

observed relative frequency distributions of 

the reads. The differentiation among 

photosymbiont contents of the hosts was 

expressed as a Jaccard’s distance (for ITS2 

variants assemblage) and a Manhattan’s 

distance (for microsatellite markers). We 

measured the correlation between photobiont 

population distance and host genetic distance 

by Mantel’s tests. We also tested by 

PERMANOVA with the R package vegan 

(Oksanen et al. 2016) the difference in 

composition of photobiont populations 

among sea anemones depending on (i) the 

host genetic clusters, or (ii) the sampling 

location. When these factors had an effect on 

the distribution of the genetic diversity of the 

symbionts, we then computed pairwise 

PERMANOVAs between each level of the 

Table 1: Detail of the symbiont microsatellite markers sequenced by NGS 

Locus 
Symbioidiniaceae 

ex  
Motif Reference 

1 CAES-67 Eunicella singularis GT Catanéo et al. 2009 (FJ917549.1) 

2 64238 

Anemonia viridis 

CA 

present study 3 71379 CT 

4 72276 AG 
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given factor with an FDR correction to avoid 

false positives. The Manhattan’s distances 

were also used to compare the differentiation 

within multi-location MLL. 

 

RESULTS 

Clonality in A. viridis populations 

According to RClone analysis, we detected 

65 multilocus lineages (MLL) with a genetic 

distance threshold set to 390 (figure S1) over 

the 197 sea anemones sampled, with 37 MLL 

considered as unique and 28 MLL with at 

least two representatives (table S1). These 28 

MLL corresponded to clonal MLL. We hence 

estimated a global clonal richness of 0.33. 

The clonal MLLs could be found in different 

distant sampling locations (table S1). 

Host genetic structure 

To identify independent genetic pools, we 

performed a snmf genetic clustering. Based 

on minimum cross-entropy value (figure S2), 

we determined K=4 as the optimal number of 

genetic clusters in the N65 dataset. Among 

these four different genetic groups, two of 

them seemed to be more admixed (K1 and K4, 

figure 1.A): more than a third of the sea 

anemones in K1 had at least 15% of their loci 

from K4 and more than half of the sea 

anemones in K4 admixed with the K1 cluster 

(figure 1.A and table S1). All these clusters 

were found in at least two different sampling 

locations (figure 1.B) with K1 being the most 

common cluster.  

We also used SVDquartets to produce a 

Figure 1: Structuration of the genetic clusters in Mediterranean Sea. A. 4 genetic cluster (snmf) of animal 

host detected in Mediterranean Sea over the N65 dataset. B. Sampling locations with the proportion of each 

cluster (N148 dataset) per location (Banyuls: 42°28’50’’N 03°07’50’’E; Barcarès: 42°47'15.828"N 

3°2'11.633"E; Sète: 43°23’32.82’’N 3°36’1.43’’E; Marseille: 43°17'44.337"N 5°20'34.348"E; 

Scandola: 42°21'29.571"N 8°33'19.166"E). 
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coalescent taxonomic partitioning from the 

N65 dataset (figure S3). The SVDquartets 

analyses showed four clades (with three of 

them clearly split from each other). These 

clades are at least partially congruent with the 

clusters identified by the snmf analysis: the 

clade 2 and 3 corresponded to the clusters K2 

and K3 respectively, and the clade 4 

corresponded to a part of the cluster K4 (table 

S1). 

To resolve the discrepancies between snmf 

and SVDquartet genetic partitioning of the 

sea anemones, we tested the likelihood of the 

different secondary species hypotheses (SSH) 

they constitute using BFD*. The snmf 

clusters revealed the best SSH using Bayes 

Factor comparisons (table 2). The 

incongruence between quantitative genetic 

clustering and coalescent analysis was 

probably due to the detected admixture 

among clusters, with seven admixed 

individuals of the cluster K4 belonging to the 

clade 1 (tables S1). This admixture explained 

the lowest FST value, of 0.119, obtained 

between K1 and K4, compared with the other 

pairwise differentiations (table S2). The K2 

cluster appeared as the most differentiated 

genetic cluster in Mediterranean Sea with 

pairwise FST values from 0.242 to 0.350. 

Symbiont differentiation 

The two types of genetic markers (ITS2 and 

microsatellites) used to genotype the 

symbiont populations revealed two different 

pictures of the symbiotic composition over 

the sampled sea anemones with no clear 

partitioning of the dataset based on ITS2 

variants (figure 2.A) nor microsatellite 

markers (figure 2.B). Independently of the 

host genetic cluster membership, we tested 

the correlation between host genetic distances 

and the difference in photosymbiont content. 

The analysis showed no global correlation in 

the N148 dataset neither with ITS2 

assemblages (Mantel’s r = - 0.06 and a pvalue 

of 0.839, figure 3.A) nor with microsatellite 

markers (with a Mantel’s r = 0.06 and a p-

value of 0.086, figure 3.B). However, with 

the both types of markers, we detected a 

global effect of the location origin on the 

symbiont composition with PERMANOVA, 

and a weak effect of the host genetic cluster 

only with microsatellite markers (table 3), 

with similar symbiont content among clusters 

at the same location (table S4). 

At a finer genetic scale, we used the MLL 

found at different locations to evaluate the 

differentiation of the symbiotic content 

within a genet. Six of the identified MLL 

were distributed in at least two locations with 

at least 2 representatives within a location 

(table 4). Within these six MLL, the 

symbiotic distances among individuals from 

the same location were significantly lower 

(1.33) than the distances among individuals 

from different locations (3.22, figure 4). 

 

 

Table 2: Test of species hypothesis by BFD*. The four species hypothesis tested were (1) a geographic partitioning (the 

primary species hypothesis), (2) the snmf clustering, (3) the SVDquartets partitioning and (4) an intermediate 

SVDquartets partitioning considering the K1 and K4 admixture. 

Species hypotheses MLE 
2 ln BF 

MLE 
2 ln BF 

1 vs 2 vs 3 vs 1 vs 2 vs 3 vs 

1 Ban/Bar/Mar/Sca/Tha -8844.82       -9010.55       

2 K1/K2/K3/K4 -8478.39 -732.85    -8694.89 -631.32   

3 Clade1/Clade2/Clade3/Clade4 -8506.24 -677.16 55.69   -8713.98 -593.15 38.17   

4 Clade2/(Clade1+Clade4)/Clade3 -8584.71 -520.22 212.63 156.94 -8793.75 -433.60 197.72 159.54 
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Figure 2: Distances among sea anemones based on photosymbiont composition: A. NJ tree based on Jaccard’s 

distances among sea anemones ITS2 assemblages; B. NJ tree based on Manhattan’s distances among sea 

anemones microsatellite distributions. Colours correspond to host genetic clusters from the figure 1. 
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Figure 3: Host genetic distances among sea anemones against symbiont compositions: A, considering the 

symbiont ITS2 sequences assemblage (Jaccard’s distance - with a Mantel’s r = - 0.06 and p-value = 0.839); 

B, based on symbiont microsatellite distributions (Manhattan’s distance - with a Mantel’s r = 0.06 and p-

value = 0.086).  
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DISCUSSION 

Multiple A. viridis lineages in the 

Mediterranean sea and clonality levels 

In this article we asked if the symbiont 

diversity observed in A. viridis adult 

individuals was only the result of a closed 

vertical transmission or if secondary 

horizontal acquisition and/or local selection 

could also occur and modify the symbiont 

population in respect to the environment. As 

we previously identified cryptic species in A. 

viridis, it was critical to first identify to which 

lineage the sampled individuals did belong. 

After taking clonality into account, we could 

group the sampled individuals into 4 genetic 

clusters, recognized by BFD* as four 

independent lineages. As a subset of samples 

used in this study had been already analysed 

in Porro et al. (2019), we could recognize that 

the K1 and K4 clusters from this study 

corresponded respectively to the Med2 and 

Med 1 lineages from Porro et al. (2019). 

Moreover, having increased the 

Mediterranean sampling, we were now able 

to define two new lineages in this zone, Med3 

and Med4, that corresponded to the clusters 

K3 and K2 respectively (figure 1 and Table 2). 

In all sites, lineages were found in sympatry 

with different degrees of introgression among 

them. As previously found (Porro et al. 2019), 

Banyuls was the most genetically diverse site 

(with the presence of the four lineages), 

supporting the theory of the presence of a 

strong contact zone between genetic pools in 

this Mediterranean zone. In addition, we can 

underlie the ubiquitous presence of the Med2 

(K1) lineage at all sites, suggesting a 

significative capacity of this lineage to 

occupy different habitats. In all lineages and 

sites, we detected an important clonal 

richness, which confirmed that the A. viridis 

can deploy large MLLs (Sauer, 1986; Sauer 

et al., 1986; Wiedenmann et al., 2000b, 

Mallien et al. 2017; Porro et al. 2019), even 

if, within this sampling, the Med4 (K2) 

lineage exhibited a much lower clonality. It 

could be interesting to note that the Med2 (K1) 

lineage did show varying levels of clonality 

from one site to the other (R varied from 0,05 

in Scandola to 0,9 in Thau), in a way similar 

to what had been observed in another sea 

anemone Metridium senile (Hoffmann 1986). 

More surprisingly, the ramets of Med1 (K4), 

Med2 (K1) or Med3 (K3) genets were not 

always located at the same site and some 

MLLs were constituted of individuals present 

in distant sites (tables 4 and S1), suggesting a 

potentially high capacity of 

migration/dispersion in this species, as 

already pointed to in Porro et al. (2019). To 

disperse, adult sea anemones may detach and 

move up to several meters away (Ayre 1984; 

Mackie 1974; Shick 1991), but long-distance 

Table 3: Differentiation of symbiont compositions based on ITS2 sequences (upper part) or microsatellite 

distributions (lower part). 

 Df 
Sums of 
squares 

Mean Sqs F.Model R2 Pr(>F) 

Location 4 2.4868 0.6217 2.92662 0.08028 1.00E-05 
Cluster 3 0.6705 0.2235 1.05212 0.02165 0.3437 

LocationxCluster 7 1.2646 0.18066 0.85043 0.04083 0.857 

Residuals 125 26.5536 0.21243  0.85725  

Total 139 30.9755   1  

Location 4 196.64 49.16 15.152 0.2829 1.00E-05 
Cluster 3 25.66 8.552 2.636 0.03691 0.00221 

LocationxCluster 7 41.29 5.898 1.818 0.0594 0.00566 

Residuals 133 431.5 3.244  0.62079  

Total 147 695.09   1  

PERMANOVAs were realised over 99999 permutations. The bold values indicate facteurs with statistically 

significant effect on the symbiont differenciation. 
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migration could likely occur by rafting 

attached to freely drifting natural (as wood) 

or artificial (as ships’ bottoms) substrates 

(Jackson 1986). In fine, even if established 

sea anemone clones have been considered as 

highly locally adapted (Ayre 1985), migration 

and successful new establishment of ramets 

are not rare in A. viridis. 

 

Strong symbiont differentiation among 

geographical sites 

In a closed vertical symbiont transmission, 

we expected that closely related hosts would 

harbour a more similar symbiont diversity. In 

this context, we performed an analysis of the 

symbiont diversity within A. viridis species 

complex using ITS2 and microsatellites 

sequence variants. The analysis of ITS2 

variants is a standard method for genotyping 

Symbiodiniaceae populations despite its 

multicopy nature, which complicates data 

interpretation (see Hume et al. 2019), and, as 

such, had already been used in the precedent 

work (Porro et al. 2019). In complement, to 

improve strain delineations within Temperate 

A clade Symbiodiniaceae, we analysed the 

raw observed allele size distributions at four 

microsatellite loci. With both markers (ITS2 

and microsatellites), no correlation has been 

revealed between the genetic distances 

among symbionts and the genetic distances 

among their hosts (figure 3) suggesting that 

the closed vertical transmission is not the 

only mechanism of symbiont acquisition in 

the adult hosts. Our results also showed that 

the symbiont ITS2 diversity was only and 

strongly linked to the geographical site of 

sampling, a result confirmed by the 

microsatellite diversity, which was also 

weakly linked to the host genetic lineage. 

Indeed, all but one of the within site 

comparisons of symbiont microsatellite 

diversity between host lineages were non 

significative and the correlation between 

microsatellite size distribution and host 

lineage was significative only in Scandola, 

where a strong differentiation between the 

lineages of Med2(K1) and Med4(K2) 

occurred (table S4). This was likely due a 

huge effect of the host clonality on the 

symbiont differentiation (preponderance of 

the MLL R155 at this site). The presence of 

this large MLL is surprising and could reflect 

a sampling artefact but could also be the 

consequence of the dominance of a highly 

aggressive clone, a phenomenon already 

identified in sea anemones by Ayre and 

Grosberg (1995).  

 

Following the approach of Baums et al. (2014) 

in a coral species, we took advantage of the 

high frequency of asexual reproduction in A. 

viridis to test for the tightness of the closed 

vertical symbiont transmission in A. viridis, 

by comparing the symbiont diversity between 

Figure 4: Intra-MLL microsatellite local differentiation of 

symbiont populations (Kruskal-Wallis test p-

value < 2.2E- 16). The red crosses correspond to the 

averages of Manhattan’s distances of the distributions the 

standard deviation is given in brackets. 

Table 4: Geographical distribution of multi locations clonal 

MLL. The number of individuals belonging to the MLL is 

given for each location. 

MLL Cluster Ban Bar Tha Mar Sca 

R106 K1 2 5 1   

R123 K1 3 4  1  

R155 K1 1    20 

R171 K1 2 2 1   

R042 K3 5 7  5  

R184 K4 2 1  4  
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clone mates. If symbiont diversity is only the 

result of mother to offspring symbiont 

transfer, clonal individuals (ramets in a genet 

or MLL) present or not in the same site, 

should be dominated by the same symbiotic 

population. We however observed that 

individuals from the same MLL displayed a 

more similar symbiotic population if sampled 

in the same site than in distant sites (figure 4). 

Considering the high probability that the 

revealed microsatellite diversity is neutral, 

this result is strongly in favour of the 

occurrence of horizontal acquisition of 

symbionts at the adult stage in A. viridis, and 

thus against the hypothesis of a closed 

vertical transmission of symbionts. This 

result anyway highlights the potential for 

plastic response of A. viridis lineages to the 

environment, by modifying their symbiont 

contents. While a previous study stated that 

no genetic variation of the symbiotic algae 

occurred in A. viridis in response to subtidal 

and intertidal habitats (Bythell et al. 1997) or 

after living for a decade in proximity to 

cnidarians containing mostly clade C 

symbionts (Hartle-Mougiou et al. 2012), this 

capacity has never been investigated at this 

symbiont diversity scale using ITS2 and 

microsatellite markers and sampling distant A. 

viridis populations.  

However, the mechanism involved in this 

symbiont flexibility cannot be 

unambiguously resolved yet as it could still 

be putatively due to i) a renewal of the 

symbiont content by horizontal acquisition 

from the environment at the adult stage; ii) 

convergent changes in symbiont frequency 

within large inherited symbiont populations. 

In the coral Montipora capitata, comparing 

ITS2 sequence assemblages in eggs and their 

parent colonies, Padilla-Gamino et al. (2012) 

demonstrated that the eggs harboured a large 

range of ITS2 sequences and that the 

symbiont assemblages in the eggs were 

strongly influenced by the symbiont 

composition of the parent colony, which in 

turn differed and reflected characteristics of 

their physical environment. In M. capitata, an 

environmental selection of the inherited 

symbiont diversity is then more plausible, as 

was also strongly suggested by Quigley et al. 

(2019) in another species of the same genus. 

However, these Montipora species harbour 

different genus (or species) of 

Symbiodiniaceae, known to have different 

ecophysiological profiles. Therefore, the 

balance in proportion of these different 

symbiont strains within a host could very 

likely be influenced by local selection. In our 

case, considering that A. viridis harbours only 

Temperate A clade Symbiodiniaceae, to 

explain the observed pattern of local 

similarity in symbiont composition among 

host MLL or even lineages by convergent 

selection without horizontal acquisition, one 

would have to imagine that each host larva, 

independently of its mother affiliation to a 

clone or to a reproductively isolated lineage, 

should inherit the whole complement of 

symbiont genetic diversity that would allow 

for such local differentiation. This would 

mean that adult anemones that belong to 

genetically differentiated lineages still 

manage to transfer to their offspring a wide 

array of microsatellite diversity, despite 

generations of local adaptation and 

successive bottlenecks (at the production of 

the ovule). A dose of horizontal acquisition 

from local seawater seems a more 

parsimonious explanation of the observed 

distribution of symbiotic diversity. Indeed, a 

very similar pattern of variability in symbiont 

population among host ramets had also been 

observed in Acropora palmata, a coral 

species that acquires its symbiont from the 

environment at each generation (Baums et al. 

2014). 

Additional horizontal symbiont acquisition in 

host with maternal vertical symbiont 

transmission has already been suggested in 

some corals as Pocillopora meandrina, 

Pocillopra damicornis Stylophora pistillata 

and Seriatopora hystrix (Magalon et al. 2006; 

Byler et al. 2013; Boulotte et al. 2016; 

Quigley et al. 2018). In addition, analysing 

specifically the within colony symbiotic 

diversity in Pocillopora sp., Pettay et al. 

(2011), also strongly suggested that switching 

may occur between clonal host lineages and 

that this species can mix vertical and 

horizontal symbiont acquisition. Mixed mode 

of symbiont acquisition seems then to be 
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possible in symbiotic cnidarians and comfort 

the conclusions of Ebert (2013) stating that 

symbionts with mixed-mode of transmission 

may be the most common type of symbiont 

on Earth and conversely uniparental vertical 

transmission would be rare and limited to a 

few obligate mutualistic prokaryotic 

symbionts. 
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SUPPLEMENTARIES  

Figure S1: Definition of the threshold distance value for MLL identification over 197 sea 

anemones. 

 

 

Figure S2: Cross-entropy validation of the optimal number of clusters or ancestral populations 

(K) for the snmf clustering analysis on the N65 dataset. The value K=4 designates the best 

number of genetic clusters the N65 individuals could be originated from. 
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Figure S3: Non-Bayesian taxonomic partitioning of animal hosts (N65 dataset). The coloured 

lines indicate the clades used in BFD* analysis. 
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Table S1: Sampled sea anemones in Mediterranean locations 

The main snmf cluster is indicated, along with the second cluster higher than 15% exclusively 

for the N65 dataset (if the two values are the same the individual is considered as pure, if not 

as admixed). For individuals out of N65 dataset the main cluster was extrapolated depending 

on the MLL of the individuals. The individuals in the N65 dataset selected for BFD* analysis 

are tagged with a B in the “Cluster 15%” column. The MLL starting with a “R” correspond to 

repeated MLL whereas MLL started with a “U” correspond to unique MLL. The sea anemones 

with an asterisk following the individual name are common with the Porro et al. (2019) study.  

Sea 
anemone 

location mll 
Main 

Cluster 
Cluster 

15% 
Clade 

Symbiont 
ITS2 

genotype 

Symbiont 
microsatellite 

genotype 

BanDep11 Banyuls R006 K1 K1 Clade1 x x 

BanSha18* Banyuls R006 K1     

MarSha15 Marseille R029 K1 K3 Clade3 x x 

MarSha21 Marseille R029 K1  
 x x 

MarSha30 Marseille R029 K1   x x 

BanSha12* Banyuls R065 K1 K1 Clade1  x 

BanSha15* Banyuls R065 K1      

BarSea23 Barcarès R069 K1 K4 Clade1 x x 

MarDep17 Marseille R069 K1  
 x x 

BarSea15 Barcarès R072 K1 K1 B Clade1 x x 

MarDep02 Marseille R072 K1  
 x x 

MarSha34 Marseille R074 K1 K1 B Clade1 x x 

BanDep22 Banyuls R074 K1   x x 

BarSea07 Barcarès R084 K1 K1 Clade1 x x 

BanDep06 Banyuls R084 K1   x x 

BanSha14* Banyuls R092 K1 K1 Clade1 x x 

MarDep19 Marseille R092 K1  
 x x 

BarSea02 Barcarès R099 K1 K1 Clade1 x x 

BanSha01* Banyuls R099 K1     

ThaLag13* Thau R106 K1 K1 B Clade1 x x 

BanDep03 Banyuls R106 K1     

BanDep18 Banyuls R106 K1   x x 

BanDep25 Banyuls R106 K1   x x 

BanSha21* Banyuls R106 K1     

BarLag04 Barcarès R106 K1  
 x x 

BarLag17 Barcarès R106 K1  
 x x 

BarLag30 Barcarès R106 K1   x x 

BarSea03 Barcarès R106 K1   x x 

BarSea16 Barcarès R106 K1   x x 

BanSha24* Banyuls R123 K1 K1 B Clade1 x x 

BanDep02 Banyuls R123 K1      

BanSha05* Banyuls R123 K1   x x 

BanSha20* Banyuls R123 K1      

BanSha22* Banyuls R123 K1   x x 

BarLag05 Barcarès R123 K1  
 x x 

BarLag06 Barcarès R123 K1  
 x x 
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BarLag15 Barcarès R123 K1  
 x x 

BarLag27 Barcarès R123 K1     

BarSea24 Barcarès R123 K1   x x 

MarSha03 Marseille R123 K1  
 x x 

ScaSha28 Scandola R155 K1 K1 B Clade1 x x 

BanDep14 Banyuls R155 K1   x x 

ScaDep02 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep04 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep05 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep07 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep09 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep10 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep11 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep12 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep13 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep14 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep18 Scandola R155 K1    x 

ScaDep19 Scandola R155 K1   x x 

ScaDep20 Scandola R155 K1   x x 

ScaSha01 Scandola R155 K1  
 x x 

ScaSha02 Scandola R155 K1  
 x x 

ScaSha03 Scandola R155 K1  
 x x 

ScaSha04 Scandola R155 K1  
 

 x 

ScaSha05 Scandola R155 K1  
 x x 

ScaSha06 Scandola R155 K1  
 

   

ScaSha07 Scandola R155 K1  
 

   

ScaSha08 Scandola R155 K1     

ScaSha09 Scandola R155 K1   x x 

ScaSha10 Scandola R155 K1      

ScaSha11 Scandola R155 K1      

ScaSha12 Scandola R155 K1      

ScaSha13 Scandola R155 K1      

ScaSha15 Scandola R155 K1      

ScaSha16 Scandola R155 K1      

ScaSha17 Scandola R155 K1      

ScaSha19 Scandola R155 K1      

ScaSha21 Scandola R155 K1     

ScaSha30 Scandola R155 K1     

BanSha19* Banyuls R160 K1 K1 Clade1 x X 

BanSha13* Banyuls R160 K1     

BanSha30* Banyuls R160 K1   x  

ThaLag05* Thau R171 K1 K1 Clade1 x x 

BanDep24 Banyuls R171 K1   x x 

BanSha02* Banyuls R171 K1   x x 

BanSha26* Banyuls R171 K1      

BanSha27* Banyuls R171 K1      

BanSha29* Banyuls R171 K1      

BarSea05 Barcarès R171 K1   x x 
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BarSea18 Barcarès R171 K1   x x 

ThaSea16 Thau R197 K1 K4 Clade1 x x 

ThaSea02 Thau R197 K1   x x 

BanDep23 Banyuls U002 K1 K1 Clade1 x x 

ThaSea03 Thau U019 K1 K4 Clade1 x x 

ThaSea04 Thau U020 K1 K4 Clade1 x x 

ThaSea08 Thau U023 K1 K1 Clade1 x x 

ThaSea13 Thau U025 K1 K4 Clade1 x x 

ThaSea15 Thau U027 K1 K4 Clade1 x x 

ThaSea20 Thau U030 K1 K4 Clade1 x x 

ThaSea21 Thau U031 K1 K4 Clade1 x x 

ThaSea27 Thau U032 K1 K4 Clade1 x x 

BanSha28* Banyuls U034 K1 K1 Clade1    

ThaLag04* Thau U035 K1 K1 Clade1 x x 

ScaDep17 Scandola R081 K2 K2 Clade2 x x 

ScaDep03 Scandola R081 K2   x x 

BanDep13 Banyuls U001 K2 K2 B Clade2 x x 

ScaDep06 Scandola U010 K2 K2 Clade2 x x 

ScaDep08 Scandola U011 K2 K2 Clade2   

ScaDep15 Scandola U012 K2 K2 Clade2 x x 

ScaDep16 Scandola U013 K2 K2 Clade2   

ScaDep21 Scandola U014 K2 K2 B Clade2  x 

ScaSha14 Scandola U015 K2 K2 Clade2    

ScaSha22 Scandola U016 K2 K2 Clade2  x 

ScaSha29 Scandola U018 K2 K2 Clade2  x 

BarLag11 Barcarès R042 K3 K2 B Clade3 x x 

BanDep04 Banyuls R042 K3   x x 

BanDep07 Banyuls R042 K3    x 

BanDep08 Banyuls R042 K3     

BanDep12 Banyuls R042 K3   x x 

BanDep16 Banyuls R042 K3   x x 

BanDep17 Banyuls R042 K3   x x 

BarLag08 Barcarès R042 K3  
 x x 

BarLag10 Barcarès R042 K3  
 x x 

BarLag12 Barcarès R042 K3  
 x x 

BarLag22 Barcarès R042 K3   x x 

BarLag23 Barcarès R042 K3   x x 

BarLag24 Barcarès R042 K3     

BarLag25 Barcarès R042 K3   x x 

BarLag26 Barcarès R042 K3      

MarDep21 Marseille R042 K3  
 x x 

MarDep24 Marseille R042 K3  
 x x 

MarDep30 Marseille R042 K3  
 x x 

MarDep34 Marseille R042 K3  
 x x 

MarSha02 Marseille R042 K3  
 x x 

MarSha26 Marseille R059 K3 K3 Clade3 x x 

MarSha18 Marseille R059 K3  
 x x 

MarSha23 Marseille R060 K3 K3 B Clade3 x x 
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MarDep03 Marseille R060 K3  
 x x 

MarDep09 Marseille R060 K3  
 x x 

MarDep10 Marseille R060 K3  
 x x 

MarDep11 Marseille R060 K3  
 x x 

MarDep12 Marseille R060 K3  
 x x 

MarDep15 Marseille R060 K3  
 x x 

MarDep26 Marseille R060 K3  
 x x 

MarDep28 Marseille R060 K3  
 x x 

MarSha05 Marseille R060 K3  
 x x 

MarSha09 Marseille R060 K3  
 x x 

MarSha11 Marseille R060 K3  
 x x 

MarSha13 Marseille R060 K3  
 x x 

MarSha14 Marseille R060 K3  
 

  

MarSha19 Marseille R060 K3  
 x x 

MarSha22 Marseille R060 K3  
 x x 

MarSha25 Marseille R060 K3  
 x x 

BarLag07 Barcarès U003 K3 K3 Clade3   

BarLag09 Barcarès U004 K3 K3 Clade3   

BarLag28 Barcarès U005 K3 K3 Clade3 x x 

BarSea13 Barcarès U006 K3 K3 Clade3   

MarDep27 Marseille U009 K3 K1 Clade3 x x 

ThaLag07* Thau R028 K4 K4 Clade4 x x 

ThaLag18* Thau R028 K4     

ThaLag28* Thau R028 K4     

BarSea26 Barcarès R057 K4 K1 B Clade4 x x 

BanSha25* Banyuls R057 K4    x 

ThaSea22 Thau R062 K4 K1 B Clade1 x x 

ThaSea28 Thau R062 K4   x x 

ThaSea29 Thau R062 K4      

BanDep26 Banyuls R096 K4 K4 B Clade4 x x 

BarLag16 Barcarès R096 K4  
 

  

ThaLag12* Thau R125 K4 K1 Clade4 x x 

ThaLag20* Thau R125 K4   x x 

MarDep31 Marseille R175 K4 K4 B Clade4 x x 

MarSha04 Marseille R175 K4  
 x x 

MarSha28 Marseille R175 K4  
 

 x 

MarDep01 Marseille R184 K4 K4 Clade4 x x 

BanDep15 Banyuls R184 K4   x x 

BanDep20 Banyuls R184 K4   x x 

BanSha16* Banyuls R184 K4      

BarLag03 Barcarès R184 K4  
 x  

BarLag14 Barcarès R184 K4  
 x x 

BarLag18 Barcarès R184 K4  
 

   

MarDep07 Marseille R184 K4  
 x x 

MarDep29 Marseille R184 K4  
 x x 

MarSha31 Marseille R184 K4    x 

ThaSea06 Thau R185 K4 K1 Clade1 x x 

ThaSea12 Thau R185 K4   x x 
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BarSea11 Barcarès R194 K4 K4 Clade4 x x 

BarLag21 Barcarès R194 K4  
 

  

BarSea04 Barcarès R194 K4   x x 

BarSea14 Barcarès R194 K4   x x 

BarSea22 Barcarès R194 K4   x x 

MarDep06 Marseille U008 K4 K4 Clade4 x x 

ScaSha27 Scandola U017 K4 K1 B Clade1 x x 

ThaSea05 Thau U021 K4 K1 Clade1 x x 

ThaSea07 Thau U022 K4 K1 Clade4 x x 

ThaSea09 Thau U024 K4 K1 Clade4 x x 

ThaSea14 Thau U026 K4 K1 Clade1   

ThaSea17 Thau U028 K4 K1 Clade1 x x 

ThaSea18 Thau U029 K4 K1 Clade4 x x 

BanSha17* Banyuls U033 K4 K4 Clade4    

ThaLag15* Thau U036 K4 K4 Clade4    

ThaLag17* Thau U037 K4 K4 Clade4    

ThaLag27* Thau U038 K4 K1 Clade1 x x 
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Table S2 : Host genetic diversity among and within snmf clusters (N148 dataset) 

 

Ho He FIS 
FST 

 K1 K2 K3 K4 

K1 0.117 0.125 0.061     

K2 0.182 0.202 0.098 0.244    

K3 0.107 0.088 -0.216 0.155 0.350   

K4 0.116 0.131 0.116 0.119 0.242 0.204   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S3: Site pairwise differentiation of symbiont compositions based on ITS2 sequences.  

Pairs F.Model R2 p.value p.adjusted 

Ban vs Bar 3.597626 0.065893 0.00013 0.00021667 

Ban vs Mar 1.473707 0.024369 0.11273 0.12525556 

Ban vs Sca 1.870677 0.040782 0.03091 0.0386375 

Ban vs Tha 3.904767 0.076707 0.00006 0.00012 

Bar vs Mar 3.873325 0.055434 0.00001 0.000075 

Bar vs Sca 3.249609 0.059901 0.00003 0.000075 

Bar vs Tha 3.860182 0.066716 0.00003 0.000075 

Mar vs Sca 1.237664 0.020546 0.19864 0.19864 

Mar vs Tha 3.821153 0.058054 0.00003 0.000075 

Sca vs Tha 2.873706 0.05762 0.00017 0.00024286 

The bold values indicate facteurs with statistically significant effect on the symbiont 

differenciation after an FDR correction. 
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Table S4: Site/Cluster pairwise differentiation of symbiont compositions based on 

microsatellite distributions. 

Pairs F.Model R2 p.value p.adjusted 

Ban_K1 vs Mar_K1 3.64464123 0.1478878 0.01218 0.02585143 

Ban_K1 vs Bar_K1 6.90136495 0.1977391 0.00025 0.00122909 

Ban_K1 vs Tha_K1 4.55440447 0.1490589 0.00596 0.01398222 

Ban_K1 vs Sca_K1 15.9448687 0.325772 0.00001 0.000104 

Ban_K1 vs Sca_K2 3.51167552 0.1493588 0.01955 0.03836226 

Ban_K1 vs Ban_K2 0.87545003 0.058852 0.68969 0.73191592 

Ban_K1 vs Ban_K3 1.30414749 0.0675579 0.25681 0.32178602 

Ban_K1 vs Bar_K3 2.05497736 0.0891338 0.11009 0.16219606 

Ban_K1 vs Mar_K3 8.82383911 0.19256 0.00002 0.00016 

Ban_K1 vs Tha_K4 11.2642106 0.3022796 0.00002 0.00016 

Ban_K1 vs Ban_K4 3.21802601 0.1591662 0.02838 0.053664 

Ban_K1 vs Bar_K4 4.89155224 0.2047398 0.00335 0.00871 

Ban_K1 vs Mar_K4 5.78380849 0.2159442 0.00084 0.00285161 

Ban_K1 vs Sca_K4 0.8409497 0.0566641 0.68771 0.73191592 

Mar_K1 vs Bar_K1 5.4449868 0.2058986 0.005 0.01209302 

Mar_K1 vs Tha_K1 1.88163675 0.0901096 0.13325 0.18727027 

Mar_K1 vs Sca_K1 18.8286276 0.4200135 0.00001 0.000104 

Mar_K1 vs Sca_K2 0.55423179 0.0408899 0.74625 0.7814352 

Mar_K1 vs Ban_K2 2.18127051 0.2375783 0.11073 0.16219606 

Mar_K1 vs Ban_K3 6.37899189 0.3670519 0.00085 0.00285161 

Mar_K1 vs Bar_K3 3.46406789 0.198354 0.01942 0.03836226 

Mar_K1 vs Mar_K3 0.50695294 0.0166176 0.60687 0.67143064 

Mar_K1 vs Tha_K4 7.15922694 0.2736788 0.00001 0.000104 

Mar_K1 vs Ban_K4 5.95016815 0.3730474 0.00371 0.00941073 

Mar_K1 vs Bar_K4 5.85652669 0.3279768 0.00605 0.01398222 

Mar_K1 vs Mar_K4 0.94481666 0.0632204 0.40076 0.48464 

Mar_K1 vs Sca_K4 0.55126792 0.0730034 0.77802 0.80112951 

Bar_K1 vs Tha_K1 2.13696438 0.0759486 0.10564 0.15922551 

Bar_K1 vs Sca_K1 12.1975758 0.2698723 0.00001 0.000104 

Bar_K1 vs Sca_K2 4.30487426 0.1771198 0.01362 0.0283296 

Bar_K1 vs Ban_K2 1.41756012 0.0919445 0.2508 0.3180878 

Bar_K1 vs Ban_K3 6.77051824 0.2733297 0.0004 0.00157926 

Bar_K1 vs Bar_K3 3.09319982 0.1283848 0.04825 0.08093548 

Bar_K1 vs Mar_K3 11.6637354 0.2396802 0.00005 0.00030588 

Bar_K1 vs Tha_K4 6.6546374 0.2037884 0.00289 0.00770667 

Bar_K1 vs Ban_K4 2.65452958 0.1350594 0.06479 0.10695492 

Bar_K1 vs Bar_K4 0.41027397 0.0211369 0.68038 0.73191592 

Bar_K1 vs Mar_K4 9.61187054 0.3139916 0.00026 0.00122909 

Bar_K1 vs Sca_K4 0.40315429 0.0279907 0.75138 0.7814352 

Tha_K1 vs Sca_K1 10.0257691 0.2443774 0.00001 0.000104 

Tha_K1 vs Sca_K2 1.22391483 0.0636663 0.30843 0.37737318 

Tha_K1 vs Ban_K2 1.14872198 0.0873638 0.28726 0.35565524 

Tha_K1 vs Ban_K3 5.70588554 0.2628727 0.00146 0.00460121 
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Tha_K1 vs Bar_K3 2.34396453 0.1098186 0.07161 0.11636625 

Tha_K1 vs Mar_K3 4.88075358 0.1223837 0.0069 0.0156 

Tha_K1 vs Tha_K4 2.21285071 0.0844185 0.08865 0.13760597 

Tha_K1 vs Ban_K4 2.25869058 0.1308727 0.07726 0.123616 

Tha_K1 vs Bar_K4 3.03558232 0.1515096 0.04791 0.08093548 

Tha_K1 vs Mar_K4 3.72985461 0.164095 0.01445 0.02946667 

Tha_K1 vs Sca_K4 0.05340232 0.0044305 1 1 

Sca_K1 vs Sca_K2 12.2840263 0.3294716 0.00002 0.00016 

Sca_K1 vs Ban_K2 12.1952902 0.3909337 0.04645 0.08051333 

Sca_K1 vs Ban_K3 24.7777833 0.5186047 0.00003 0.000195 

Sca_K1 vs Bar_K3 12.9465552 0.3324185 0.00001 0.000104 

Sca_K1 vs Mar_K3 29.7057893 0.4142732 0.00001 0.000104 

Sca_K1 vs Tha_K4 22.236549 0.4176933 0.00001 0.000104 

Sca_K1 vs Ban_K4 17.6574163 0.4452488 0.00031 0.00140174 

Sca_K1 vs Bar_K4 22.4868984 0.4837255 0.00001 0.000104 

Sca_K1 vs Mar_K4 31.2058198 0.5455008 0.00001 0.000104 

Sca_K1 vs Sca_K4 4.1204156 0.1782155 0.09513 0.14549294 

Sca_K2 vs Ban_K2 2.31959689 0.2788112 0.25 0.3180878 

Sca_K2 vs Ban_K3 6.90989332 0.4086302 0.00134 0.004355 

Sca_K2 vs Bar_K3 2.44085627 0.1580778 0.04617 0.08051333 

Sca_K2 vs Mar_K3 2.05971719 0.0663147 0.11591 0.16513205 

Sca_K2 vs Tha_K4 6.06047356 0.251885 0.00039 0.00157926 

Sca_K2 vs Ban_K4 5.63457903 0.3850182 0.00879 0.019045 

Sca_K2 vs Bar_K4 6.56487539 0.3737502 0.00234 0.00640421 

Sca_K2 vs Mar_K4 1.43997094 0.0997212 0.23711 0.308243 

Sca_K2 vs Sca_K4 0.24203636 0.0387752 1 1 

Ban_K2 vs Ban_K3 0.61999545 0.1341983 0.6666667 0.72982456 

Ban_K2 vs Bar_K3 0.99959304 0.1249555 0.4435 0.51824719 

Ban_K2 vs Mar_K3 2.16925706 0.0861868 0.04 0.07202897 

Ban_K2 vs Tha_K4 2.14684292 0.1517542 0.14346 0.1989312 

Ban_K2 vs Ban_K4 0.51232537 0.145865 0.6 0.67096774 

Ban_K2 vs Bar_K4 1.1257784 0.1837772 0.4285714 0.50649351 

Ban_K2 vs Mar_K4 2.30360858 0.2476038 0.11246 0.16244222 

Ban_K2 vs Sca_K4 NaN 1 NA NA 

Ban_K3 vs Bar_K3 4.33256485 0.2825727 0.00181 0.00537829 

Ban_K3 vs Mar_K3 8.17116582 0.2323257 0.00003 0.000195 

Ban_K3 vs Tha_K4 11.5498514 0.4192346 0.0001 0.00054737 

Ban_K3 vs Ban_K4 3.19438752 0.3133477 0.04017 0.07202897 

Ban_K3 vs Bar_K4 4.90879287 0.3529273 0.00427 0.01057333 

Ban_K3 vs Mar_K4 7.65921098 0.4104788 0.00076 0.00272552 

Ban_K3 vs Sca_K4 2.19874184 0.3547078 0.1666667 0.22510823 

Bar_K3 vs Mar_K3 7.82111364 0.2067923 0.00044 0.00163429 

Bar_K3 vs Tha_K4 8.37567327 0.3059531 0.00033 0.00143 

Bar_K3 vs Ban_K4 2.3469286 0.190082 0.07891 0.12434303 

Bar_K3 vs Bar_K4 3.64772266 0.2331152 0.02896 0.05378286 

Bar_K3 vs Mar_K4 6.0474021 0.3016552 0.00168 0.00513882 
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Bar_K3 vs Sca_K4 0.33937877 0.0462408 0.89038 0.90783843 

Mar_K3 vs Tha_K4 12.0320949 0.2558273 0.00003 0.000195 

Mar_K3 vs Ban_K4 6.98389 0.2117364 0.00006 0.00034667 

Mar_K3 vs Bar_K4 8.54742225 0.2338721 0.00041 0.00157926 

Mar_K3 vs Mar_K4 0.62087492 0.0202762 0.51666 0.59046857 

Mar_K3 vs Sca_K4 1.10882626 0.0459925 0.48117 0.55601867 

Tha_K4 vs Ban_K4 3.13167675 0.1727185 0.02796 0.053664 

Tha_K4 vs Bar_K4 5.73786364 0.2523484 0.00711 0.01573277 

Tha_K4 vs Mar_K4 9.79196573 0.3400937 0.00021 0.001092 

Tha_K4 vs Sca_K4 0.65923773 0.0520756 0.5719 0.64649565 

Ban_K4 vs Bar_K4 1.99046844 0.1992367 0.16253 0.22240947 

Ban_K4 vs Mar_K4 7.02205068 0.4125267 0.00218 0.00612757 

Ban_K4 vs Sca_K4 2.37515778 0.4418768 0.2 0.26666667 

Bar_K4 vs Mar_K4 10.1165185 0.4574191 0.00191 0.00551778 

Bar_K4 vs Sca_K4 0.96630568 0.1619605 0.4285714 0.50649351 

Mar_K4 vs Sca_K4 1.37904894 0.164583 0.21973 0.28926481 

The bold values indicate factors with statistically significant effect on the symbiont 

differentiation after an FDR correction  
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IV. Discussion, Conclusions & Perspectives 

IV.1. La nature des morphes d’Anemonia viridis 

IV.1.1. Un polymorphisme et pas une divergence 

Avant de débuter ces études, Anemonia viridis était définie comme une anémone de mer 

symbiotique présentant différents morphes identifiables principalement par la couleur des 

tentacules, par les différents profils d’expression de protéines fluorescentes et par divers traits 

d’histoire de vie (cf. la partie I.4 page 24). Ces constatations nous avaient ainsi conduits à nous 

interroger sur la nature taxonomique de ces morphes et la spécificité d’interaction qu’entretient 

A. viridis avec ses symbiotes. A la suite de mon travail de thèse, la définition taxonomique 

même d’A. viridis a été bousculée sans pour autant que le mystère de la différenciation 

morphologique soit résolu (Mallien et al. 2017; Porro et al. 2019). 

Ainsi, lors de mes travaux de thèse, j’ai pu mettre en évidence l’existence de lignées génétiques 

différenciées et peu ou pas introgressées chez A. viridis. Ces lignées regroupent différents 

morphes dont rustica que l’on considère majoritairement clonal et smaragdina considéré 

comme se reproduisant principalement de façon sexuée (Figure I.4-4). J’ai pu mettre en 

évidence que la clonalité chez A. viridis est particulièrement répandue au sein de ces différentes 

lignées (Mallien et al. 2017; Porro et al. 2019; Porro et al. in prep) y compris chez smaragdina 

avec 28 MLL considérés comme clonales sur les 65 détectées chez le morphe smaragdina 

(annexe A3, Porro et al. in prep). Le seul signal fort de divergence entre morphes est localisé à 

Banyuls/Collioure et correspond à la lignée BanRuf formée uniquement d’individus de morphe 

rufescens (Mallien et al. 2017; Porro et al. 2019). Cependant d’autres individus de morphe 

rufescens ont été identifiés dans une autre lignée (EngCh) écartant ainsi l’hypothèse des 

morphes comme un signal de spéciation. Les morphes ne sont donc pas des espèces 



Discussion, Conclusions & Perspectives 

 174 

différentes. 

IV.1.2. Une plasticité phénotypique ou une origine génétique 

des morphes ? 

La question de la nature des morphes reste ouverte et plusieurs hypothèses sont envisageables 

(Tableau IV.1-1).  

Tableau IV.1-1 : Récapitulatif des hypothèses expliquant la nature des morphes 

Nature des morphes   

Signal de spéciation (Bulnheim & Sauer 1984) Non 

Différenciation symbiotique (Frade et al. 2008) Non 

Stades de développement (Roth et al. 2013) A tester 

Canalisation développementale (Kawecki & Ebert 2004; Zamer & Mangum 1979) A tester 

Polymorphisme allélique (Creed et al. 1980; Kess et al. 2018) 
A tester 

(en cours) 

 

Dans nos études nous avons essentiellement utilisé des individus de taille petite à moyenne. Il 

existe chez A. viridis des individus du morphe smaragdina beaucoup plus imposants (Figure 

I.4-2). Chez ces individus, il a été possible d’induire la ponte de gamètes et de suivre le 

développement des larves puis des juvéniles (Zamoum et al. in prep), alors qu’il fut impossible 

de l’induire chez des anémones de morphe rustica (présentant néanmoins des gonades 

développées). Bien qu’un seul essai de ponte ait été réalisé, cet échec pourrait suggérer que le 

morphe rustica représente un stade juvénile. Cependant, in aquaria, nous n’avons jamais 

observé de variation de phénotype chez des individus cultivés plusieurs années, ni de 

changement de morphe lors du développement larvaire-juvénile-adulte d’individus smaragdina 

dont on a induit ponte et fécondation (les G1 partageant le même phénotype que leurs parents). 

A ma connaissance, le seul suivi temporel sur le terrain de populations d’A. viridis s’est fait au 

Dramont (Massif de l’Esterel), et les auteurs mettaient en avant un remplacement local d’un 

morphe (rustica) par un autre (smaragdina) plutôt qu’un changement de phénotype 
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(Wiedenmann et al. 2007). L’hypothèse d’un changement phénotypique lié à l’âge semble donc 

peu probable. 

Les morphes d’A. viridis pourraient néanmoins être le résultat d’une canalisation 

développementale qui correspond à une modification irréversible du phénotype due aux 

conditions environnementales lors du développement. Il a été montré chez l’anémone de mer 

Haliplanella luciae une modification physiologique irréversible (consommation d’O2) 

dépendant de la température à laquelle des clones s’étaient développés (Zamer & Mangum 

1979). Cet exemple de canalisation développementale chez un Anthozoaire pourrait expliquer 

la variation morphologique d’A. viridis dont les juvéniles ne présenteraient qu’un seul morphe 

in aquaria car se développant en conditions contrôlées. Tester différentes conditions de 

températures, ou d’éclairage sur le développement des larves d’A. viridis pourrait nous 

permettre de suivre une éventuelle variation phénotypique en fonction ces conditions au cours 

du développement et donc de tester l’hypothèse d’une canalisation développementale. 

La différenciation morphologique des morphes pourrait également être le résultat d’un 

polymorphisme génétique. Par exemple, chez l’escargot Cepeae nemoralis, il a été montré par 

plusieurs croisements que la couleur de la coquille et la présence de bandes sur celle-ci étaient 

codées génétiquement (Cain et al. 1960; Richards et al. 2013). De plus, il a été montré que 

l’aspect de la coquille était soumis à sélection, les escargots clairs étant avantagés dans des 

prairies et jardins et les escargots plus sombres étant plus avantagés dans les sous-bois (Currey 

et al. 1964). Pour tester le déterminisme génétique des morphes d’A. viridis, nous pourrions, en 

étant patients, vérifier le maintien des différents phénotypes sur plusieurs générations issues de 

croisements in aquaria. Nous pourrions également utiliser le jeu de données de SNP utilisé pour 

déterminer le statut taxonomique des morphes, et tester l’existence d’une association 

phénotype-génotype afin de détecter lesquels de nos SNP auraient des allèles différents entre 

morphes par une étude d’association pangénomique (Genome-Wide Association Study en 

anglais) (Korte & Farlow 2013). Cela dit, comme nos loci RADseq ne représentent qu’une très 
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faible proportion du génome total, il sera peut-être nécessaire de générer des marqueurs de 

variabilité génétique à l’échelle du génome entier pour détecter de tels liens avec le phénotype. 

Le séquençage du génome d’A. viridis permettrait de localiser les lectures générées par les 

séquençages RAD et les SNP d’intérêt. Nous n’aurions ainsi plus de marqueurs anonymes et 

nous pourrions croiser facilement l’information génétique obtenue de différents 

échantillonnages. Une ébauche de génome d’A. viridis a récemment été mise à disposition 

(numéro d’accès : PRJEB23133, Chi et al. 2018), elle pourrait permettre de préciser la nature 

et le rôle de certains SNPs d’intérêt. Une étude fonctionnelle serait néanmoins nécessaire pour 

mettre en évidence un éventuel effet de la diversité génétique détectée. 

IV.2. A. viridis, un complexe d’espèces 

IV.2.1. Ménage à six 

Mes travaux ont pu mettre en évidence l’existence de plusieurs lignées au sein d’A. viridis 

définissables comme des espèces cryptiques. L’existence de ces espèces cryptiques a été 

confirmée par deux jeux de données exploités dans les deux publications Porro et al. (2019) et 

Porro et al. (in prep). Dans ces deux études, les lignées méditerranéennes ont été trouvées en 

sympatrie dans les sites échantillonnés (Tableau IV.2-1) et peu d’introgressions ont été 

observées entre ces lignées, exceptions faites de Med1 et Med2 pour lesquels plusieurs individus 

des côtes sétoises (Thau) ont des profils génétiques introgressés (Porro et al. in prep). Il n’en 

demeure pas moins que les différentes lignées sont clairement différenciées les unes des autres 

dans chacun des jeux de données utilisés (annexe A2 table S3, annexe A3 table S2) avec donc 

une forte probabilité que leur existence ne soit pas artéfactuelle à l’échelle globale de notre 

échantillonnage. 
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Tableau IV.2-1 : Distribution géographique des espèces cryptiques chez Anemonia viridis en Méditerranée 

et en Manche. 

 Morphes Vulcano Scandola Marseille Thau Barcarès Banyuls Plymouth Southampton 

BanRuf rufescens                 

Med4 smaragdina                 

Med1 
rustica 

smaragdina 
               

Med2 
rustica 

smaragdina 
 

             

Med3 smaragdina         

EngCh 
rufescens 

rustica 

smaragdina 

                

 

Afin d’avoir une vision globale de la diversité génétique d’A. viridis à l’échelle de la 

Méditerranée nord-occidentale et des côtes de la Manche et confirmer ainsi l’existence 

d’espèces cryptiques chez A. viridis, j’ai par la suite regroupé les données provenant des deux 

études et redéfini des marqueurs SNP à partir de toutes des données obtenues par séquençage 

RAD, i.e. sur 372 anémones de mer. 

A l’aide du logiciel iPyRAD, j’ai obtenu 392431 sites de novo en imposant un seuil de 

clustering intra-individuel de 90% et inter-individuel de 80% obtenu par optimisation de ces 

valeurs comme préconisé par Sromek (2017; Sromek et al. 2019) pour un échantillonnage 

couvrant une large répartition géographique. Afin de limiter l’influence des données 

manquantes, je n’ai considéré que les individus avec plus de 5000 sites et uniquement les sites 

diallèliques avec une fréquence allélique minimum de 5%, générant ainsi un jeu de données de 

257 individus avec 233500 sites polymorphes. Pour visualiser la différenciation 

interindividuelle, j’ai calculé un arbre en maximum de vraisemblance (avec un modèle GTR+Γ) 

et 400 bootstraps avec le logiciel RAxML (Stamatakis 2014). A partir du fichier de sortie, un 

arbre consensus à 70% a été calculé avec Mesquite (Maddison & Maddison 2018) et édité sous 

Mega6 (Tamura et al. 2013). 

Cette nouvelle analyse semble confirmer que A. viridis telle que décrite actuellement est un 
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complexe d’espèces comptant à ce jour six lignées génétiques différenciées (Figure IV.2-1). 

De plus il permet de préciser leur niveau de différenciation relatif. BanRuf est toujours un clade 

génétiquement très différencié des autres A. viridis au même titre que l’espèce Paranemonia 

cinerea utilisée comme groupe externe. On distingue ensuite une différenciation progressive 

des lignées : Med4, Med2, Med3, Med1 puis EngCh. 

Pour l’heure, chaque nouvel échantillonnage nous a permis de détecter des lignées identifiées 

comme de possibles espèces par nos analyses BFD* (annexe A2 table S3, annexe A3 table 2). 

Toutes de ces lignées, bien que trouvées en sympatrie, semblent reproductivement isolées les 

unes des autres (exception faite peut-être de Med1 et Med2). Notre échantillonnage en Manche 

et en Méditerranée du Nord-Ouest, ne couvre cependant qu’une petite proportion de l’aire de 

distribution d’A. viridis, qui est présente également en Atlantique Nord-Est et dans le reste de 

la Méditerranée (Figure I.4-3). Par conséquent, l’étendue de ces lignées nous échappe encore. 

De plus, l’absence d’introgression en sympatrie suggère une évolution isolée des différentes 

lignées suivie d’une colonisation des mêmes sites, donc potentiellement l’existence de 

populations refuges. Il serait intéressant d’entreprendre une approche de phylogéographie qui 

nous permettrait de préciser l’origine et les limites géographiques des lignées. Pour mener à 

bien ce type d’étude, il faudrait cependant non seulement augmenter les régions échantillonnées 

(notamment dans le Sud de la Méditerranée et les côtes Atlantiques) mais aussi y choisir un 

maillage d’échantillonnage plus fin, afin d’être en mesure d’identifier clairement les zones de 

contact et de possible hybridation entre ces lignées. 

Ce nouvel échantillonnage permettrait alors de mieux définir les zones géographiques où 

l’hybridation entre les lignées à lieu et de tester formellement l’introgression avec un test 

complémentaire à l’approche de clustering génétique, comme à l’aide d’un test ABBA/BABA 

(Durand et al. 2011; Green et al. 2010). L’absence d’introgression pourrait être également testée 

expérimentalement, par croisements in aquaria des différentes lignées (si tant est que l’on 

puisse induire cette reproduction pour toutes les lignées en laboratoire). 
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Figure IV.2-1 : Phylogénie de l’ensemble des individus de Manche et de Méditerranée échantillonnés pour la thèse 

(N = 257 individus) 

Chaque feuille de l’arbre (en maximum de vraisemblance) est une anémone de mer identifiée par son utilisation dans 

une des études présentées dans le manuscrit (M : pour la définition taxonomique des morphes, annexe A2 ; T : le 

mode de tranmission des Symbiodiniacées, annexe A3 ; X : les deux études), puis le site d’échantillonnage (Sha : 

Southampton en figuré rose, Ply : Plymouth en bleu, Ban : Banyuls en vert, Bar : Barcarès en turquoise, Tha : Thau 

en jaune, Mar : Marseille en orange, Sca : Scandola en violet). Le morphe des individus est indiqué par le figuré 

(Δ : rustica, ○ : smaragdina, □ : rufescens). Les lignes externes indiquent l’appartenance aux différentes lignées 

extrapolée à partir de nos précédentes études (BanRuf : vert foncé, Med4 : vert clair, Med2 : orange, Med3 : bleu, 

Med1 : jaune, EngCh : violet). L’arbre a été raciné avec le dernier représentant de P. cinerea du jeu de données. 
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IV.2.2. Une diversité génétique fonctionnelle ?  

Bien que limités par la structure de notre échantillonnage concernant l’estimation des limites 

de distribution de ces lignées, nous avons néanmoins pu observer que la répartition des lignées 

n’est pas homogène à l’échelle des sites prospectés (Tableau IV.2-1). En Méditerranée, ces sites 

sont localisés dans des régions soumises à différents régimes hydrodynamiques et à différents 

régimes de températures (Ayata et al. 2018), avec également une variabilité au sein de ces 

régions à différentes profondeurs (Bensoussan et al. 2010; Tanhua et al. 2013). Il serait donc 

intéressant de creuser l’existance d’une association génotype-environnement chez les lignées 

d’A. viridis. Cette association devrait s’effectuer en croisant les données de génotypage des 

populations d’anémones avec des données environnementales des sites échantillonnés, et 

nécessite donc, en plus du génotypage fin des populations, un suivi des conditions 

environnementales locales mesurées à long terme. 

Dans le cadre du projet ANR « AdaCni » (ANR-12-ADAP-0016), qui s’est achevé en 2017, le 

consortium du projet, auquel appartenait mon laboratoire d’accueil, avait comme ambition 

d’identifier une « boîte à outils » adaptative commune à différents Cnidaires (Hexacoralliaires 

et Octocoralliaires, symbiotiques et asymbiotiques). Dans cette perspective, lors de ses études 

doctorales, Cédric Mallien (2017) s’était attelé à la détection d’un signal génétique d’adaptation 

des populations d’A. viridis, opposant surface (1 à 3m) à profondeur (7 à 30m) et lagunes 

côtières à mer. En utilisant des SNP avec des allèles différentiellement distribués en fonction 

des conditions environnementales (approche des FST outliers), C. Mallien a révélé, à Sète dans 

le Golfe du Lion, deux groupes distincts mais non corrélés aux conditions environnementales 

(lagune de Thau versus mer). A la lumière de nos nouveaux résultats, il s’avère qu’il existe à 

Sète deux lignées génétiques, ce qui pourrait expliquer la partition précédemmant observée. 

L’attribution des individus aux différentes lignées nous permettrait d’aller plus loin dans 

l’interprétation de nos données, et d’utiliser la même approche FST outliers mais cette fois-ci 

au sein des lignées génétiques détectées. De plus, dans le cadre du projet AdaCni, la présence 



Discussion, Conclusions & Perspectives 

 181 

de différentes lignées génétiques chez A. viridis pourrait même être une plus-value : les lignées 

génétiques d’A. viridis pouvant alors servir de réplicats proches génétiquement, pour tester si 

les mêmes adaptations y auraient été sélectionnées indépendament en réponse aux mêmes 

variations environnementales. Il resterait cependant à vérifier que ces différentes lignées aient 

des réponses potentiellement différenciées à ces variations (au travers, par exemple, de tests 

d’efforts pour mesurer la résitance des lignées à une augmentation de la température). 

IV.3. Des populations dynamiques de symbiotes mutualistes 

structurées par la géographie 

La diversité génétique des Symbiodiniacées mesurée chez A. viridis est une première à cette 

échelle géographique et avec cette densité d’échantillonnage en Europe. Notre première étude, 

considérant l’assemblage de Symbiodiniacées, suggérait une forte corrélation entre lignées 

hôtes et les populations de symbiotes (annexe A2, Porro et al. 2019). L’échantillonnage de 

nouveaux sites méditerranéens tend à montrer une corrélation plus forte avec la géographie 

qu’avec les lignées, pour le moment sans profil de répartition claire. La seule autre étude ayant 

mesuré la diversité génétique de Symbiodiniacées en Europe, et qui pourrait donc servir de 

point de comparaison, est celle de Grajales et al. (2016) qui ont échantillonné quelques Aiptasia 

couchii en Méditerranée, en Atlantique et en Manche. Il semble qu’il y ait chez ces deux espèces 

d’anémones symbiotiques une différenciation du contenu en Symbiodiniacées entre la Manche 

et la Méditerranée, ce qui correspond également à une différenciation génétique hôte chez 

A. viridis. En revanche au sein du bassin nord-ouest méditerranéen, la diversité symbiotique 

d’A.viridis apparaît plus structurée géographiquement. De plus, même au sein d’un MLL 

considéré comme clonal, le site d’échantillonnage a un effet statistiquement significatif sur la 

composition symbiotique (annexe A3, Porro et al. in prep). 

Chez A. viridis, une espèce à transmission verticale des symbiotes (Shick 1991; Utrilla et al. 
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2019), ces résultats suggèrent soit une convergence sélective récurrente d’un pool de symbiotes 

transmis verticalement, soit une acquisition horizontale d’un pool local (adapté ou non) 

impliquant un modèle mixte de transmission chez A. viridis. Cette dernière hypothèse, nous 

paraît plus parcimonieuse sachant que cette structuration géographique des symbiotes, 

indépendante de la structuration de la diversité génétique hôte, est cohérente avec ce qui a été 

observé chez une espèce de corail à transmission horizontale (Baums et al. 2014). La part de 

cette diversité symbiotique sélectionnée ou neutre n’est pour l’heure pas connue. Il faudrait 

pour l’estimer pouvoir mesurer la richesse allélique intra-hôte (qu’on attend très réduite en cas 

de convergence sélective) et donc de pouvoir identifier clairement les allèles microsatellites 

présents dans les populations symbiotiques. Or ceci n’est pour l’instant pas possible à partir des 

données du type de celles obtenues, à savoir un pool de lecture NGS (sans validation des allèles 

réellement détectés) obtenu à partir d’une population de symbiotes de taille inconnue. 

Dans le cas des Symbiodiniacées, l’utilisation d’une approche OTU ne permet pas de mesurer 

toute la diversité intra-clade/genre qui semble pourtant ne pas être nulle au vu de nos premiers 

résultats de génotypage microsatellite (Figure III.2-3). Mais pour pouvoir en être sûr, il faudrait 

pouvoir valider la présence réelle des différents alléles au sein de chaque population 

symbiotique intra-hôte, ce qui nécessite de différencier le vrai signal génétique des bruits de 

fonds générés par l’amplification par PCR et le séquençage de masse. Pour améliorer la 

résolution de ce génotypage, nous envisageons une refonte du logiciel MicNeSs (Suez et al. 

2016). Ce logiciel automatise le génotypage microsatellite d’organismes diploïdes en 

modélisant l’imprécision des lectures obtenues par NGS sur le nombre de copies du marqueur 

microsatellite. Le principe du nouveau logiciel serait de considérer non plus des génotypes à 

deux allèles, mais à n allèles et d’obtenir ainsi le génotype poolé d’une population de symbiotes 

haploïdes. A partir des distributions de fréquences des séquences obtenues par séquençage, un 

algorithme progressif estimerait la taille (en nombre de répétitions du motif microsatellite) de 

l’allèle le plus fréquent. Ensuite, il ajouterait successivement des allèles et estimerait leur 
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fréquence jusqu’à ce que l’amélioration de la corrélation entre distribution observée et estimée 

ne soit plus significative. Le développement de cet outil informatique clarifierait le niveau de 

diversité génétique chez A. viridis et plus généralement permettrait de traiter toutes les données 

de type métagénomique sur un grand nombre d’individus haploïdes séquencés. 

IV.4. L’holobiote comme unité de sélection ?  

Anemonia viridis est un système symbiotique dynamique dans lequel nous avons pu mettre en 

évidence des diversités génétiques hôte et symbiotiques qui ne sont pas strictement corrélées. 

Chez cette anémone les Symbiodiniacées sont transmises verticalement, ce qui assure la 

présence de symbiotes dès les premiers stades de développement de l’hôte. Cependant nos 

résultats pourraient suggérer une acquisition horizontale possible de Symbiodiniacées du pool 

local, à un stade de développement plus tardif. Chez les Symbiodiniacées associées à des 

Cnidaires, différentes réponses ont été observées entre clades/genres, à différent facteurs 

comme l’intensité lumineuse, la température ou encore le pH (cf. chapitre I.3.3 et pour exemple 

Suggett et al. 2008; Iglesias-Prieto & Trench 1994; Brading et al. 2011) ; mais également au 

sein d’une espèce entre deux populations symbiotiques différentes (Howells et al. 2012). 

L’existence d’un modèle mixte de transmission permettrait une adaptation rapide de l’holobiote 

aux variations environnementales simplement par une modification du contenu symbiotique. 

Dans ce cas la sélection peut agir indépendamment sur l’hôte et la population de symbiotes. 

Pour tester cela, nous pourrions mesurer la résistance à un test d’effort mais cette fois avec des 

anémones partageant les mêmes populations de Symbiodiniacées et d’autres habritant des 

populations symbiotiques différentes. 

Comme évoqué en introduction, les holobiotes que sont les Cnidaires symbiotiques ne sont 

toutefois pas uniquement formés d’un hôte animal et de symbiotes photosynthétiques, mais 

également d’autres micro-organismes impliqués dans le bon fonctionnement de l’holobiote 
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dans son ensemble, en servant par exemple de source d’azote (Rohwer et al. 2002; Suggett et 

al. 2017). Chez A. viridis, une approche OTU a permis de mettre en évidence une augmentation 

de la diversité de la communauté bactérienne dans un site à pH 7 par rapport à site à pH plus 

basique (8,1), sans modification de la densité de Symbiodiniacées (Meron et al. 2013). Cette 

augmentation de la diversité a été proposée comme facteur améliorant la probabilité de survie 

et d’acclimatation aux variations environnementales. 

Si les modulations de réponse à l’environnement peuvent se faire à différents niveaux (hôtes, 

Symbiodiniacées, autres microbiotes), l’effet de leur association doit être prise en compte pour 

comprendre le fonctionnement et les capacités évolutives de l’holobiote. Quel(s) partenaire(s) 

est (sont) susceptible(s) de répondre à quelle(s) variation(s) environnementale(s) ? Comment 

ces partenaires pourraient interagir ? Pourquoi ces associations sont maintenues ou non ? Ces 

différentes questions font d’Anemonia viridis un modèle de système symbiotique, certes 

complexe mais dont l’étude promet d’apporter encore de nombreuses informations sur le 

fonctionnement des holobiotes. 
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