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Introduction






1 Qu’est-ce qu’une aire de distribution ?

1.1 Définition

L’aire de distribution (ou aire de répartition) est définie comme la zone délimitant la
répartition géographique d’une espece qui inclut la totalité de ses populations https://
envlit.ifremer.fr/infos/glossaire/a/aire_de_repartition_d_une_especel Une
population est elleeméme définie comme un ensemble d’individus dont on pense qu’il
fonctionne comme une unité du point de vue évolutif et écologique (par exemple le fait
qu’ils se reproduisent entre eux, Lefevre et al., 2016]). Pour toute espece, I'aire de dis-
tribution est délimitée dans ’espace par des limites au-dela de laquelle elle est absente
(Gastonl, 2009} [Sexton et all 2009). Dans certains cas, la localisation des limites d’aire
de distribution persiste pendant de longues périodes (on parle du fait que la limite d’aire
est a I’équilibre), tandis qu’elle change de maniére continue dans d’autres. Les limites
d’aires peuvent constituer soit en un changement abrupt en termes d’abondance des
especes dans certains cas, soit en un changement plus graduel dans d’autres. Ainsi, les
études portant sur 'origine des limites d’aires de distribution ainsi que celles qui portent
sur les facteurs qui fagonnent 'aire de distribution géographique ont généré - et génerent
aujourd’hui encore - un grand nombre de questions qui sont considérées comme centrales
dans les domaines de 1’écologie et de I’évolution (Gaston, [2009; |Willi et Van Buskirk,
2019; |Angert et al.l 2020). Avant de passer en revue les hypotheses émises sur l'ori-
gine des limites d’aire de distribution, il parait important de comprendre ce qui régit la

présence d’une espece dans un environnement donné.

1.2 Notion de niche écologique

Pour chaque espece, il existe ce qu’on appelle une niche écologique. Bien qu’il existe
plusieurs définitions de cette notion (Grinnell, [1917; Elton, [1927)), nous utiliserons celle
d’Hutchinson qui définit la niche écologique fondamentale d’une espece comme les condi-

tions environnementales nécessaires a sa survie de maniére indéfinie (Hutchinson, 1957).


https://envlit.ifremer.fr/infos/glossaire/a/aire_de_repartition_d_une_espece
https://envlit.ifremer.fr/infos/glossaire/a/aire_de_repartition_d_une_espece
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Cette derniere est généralement représentée comme un hypervolume a n dimensions, cha-
cune correspondant a un facteur abiotique ou biotique dont certaines valeurs permettent
reproduction et survie des individus de I’espece en question (Pulliam| 2000). Les fac-
teurs abiotiques peuvent par exemple étre la température, le pH, la luminosité, tandis
que les facteurs biotiques sont liés aux interactions interspécifiques. Parmi ces interac-
tions, les relations proies/prédateurs, hotes/parasites représentent des cas ou les aires de
distribution des prédateurs et parasites dépendent respectivement de celles des proies et
hotes (Holt, 1995, 1996; Hochberg et Ives| |1999; [Briers|, |2003; |Case et al., 2005} |Duck-
worth et Badyaev, |2007; Holt et Barfield, |2009). Le mutualisme et la symbiose peuvent
également représenter un facteur biotique, comme illustré par le mutualisme obligatoire
entre le genre Ficus et Agaonidae (Kjellberg et al., 1987; |Cruaud et al., |2012)), ou par
la symbiose entre especes du genre Fabaceae et les rhizobiums (Simonsen et al., 2017)).
Le fait de survivre de maniére indéfinie peut étre compris en termes démographiques :
la croissance démographique intrinseque d’une population (ry) dans un environnement
donné est définie mathématiquement comme rg = b — d, avec b le taux de natalité par
individu et d le taux de mortalité par individu dans cet environnement. Théoriquement,
au sein de la niche écologique fondamentale, la population a un taux de croissance dé-
mographique intrinseque positif tel que g > 0, tandis qu’en dehors de cette niche rq est
négatif (Holt|, 2009). En pratique, la croissance démographique intrinseque d’une popu-
lation peut étre estimée sur le terrain par des suivis a ’aide de quadrats ou le long d’un
transect, accompagnés de modeles algébriques (type modele de Leslie) qui distinguent
différentes classes d’ages associées a des probabilités de survie (Cortés|, 2016]). L’idée
sous-jacente est que ’espece serait présente dans les environnements correspondant a la
niche écologique fondamentale et absente en dehors de celle-ci. Dans ce cas, la limite
d’aire de répartition correspondrait a la limite de la niche écologique fondamentale de
Pespece, comme montré empiriquement chez différentes especes (Hargreaves et al., 2014;
Lee-Yaw et al.| [2016]). Néanmoins, souvent, la limite d’aire de distribution ne correspond
pas a la limite de la niche écologique fondamentale de I'espece (Hargreaves et al. 2014)).

Un moyen de déterminer si les especes sont limitées dans leur répartition spatiale du fait

10



qu’elles aient atteint la limite de leur niche écologique fondamentale est de transplanter
certains individus au-dela de la limite d’aire de distribution (Sexton et al., 2009). Ce
type d’expérience permet d’étudier si ces individus sont capables de persister en-dehors
de leur aire de distribution, et est considéré comme 1'unique outil pour déterminer si
la population peut survivre de maniére indéfinie au-dela de la limite visible (Gaston,
2003). Une méta-analyse effectuée par [Hargreaves et al. (2014) a partir de 26 études de
transplantation a montré que dans 12 études (soit 46%), la limite d’aire de distribution
correspondait a la limite de la niche écologique de ’espece, tandis que dans 14 études, ces
deux limites different dans ’espace. Parmi ces 14 études, la limite d’aire est supérieure
a la limite de niche dans huit études, tandis que six montrent le résultat inverse. Pour
comprendre les cas ou la limite d’aire est supérieure a la limite de niche fondamentale,
nous pouvons nous appuyer sur les dynamiques source-puit (“source-sink dynamics”).
Dans ces dynamiques, une population est dite source dans le cas ou sa croissance intrin-
seque est positive (rg > 0), et dite puit sinon (ro < 0). Ainsi, si 'on reprend les termes
de Hutchinson (Hutchinson, [1957)), les habitats des populations dites puits seraient en
dehors de la niche écologique fondamentale de 1’espece. Malgré cela, il est possible d’y
trouver des individus grace a I'immigration provenant de populations source (Kawecki,
2008). Nous n’allons pas rentrer dans les détails de ces dynamiques, mais plutot étu-
dier certaines raisons pour lesquelles la limite d’aire peut étre inférieure a la limite de
la niche écologique. Dans ce cadre, nous allons notamment aborder le cas des barrieres
biotiques : contrairement aux interactions de type proies/prédateurs et hotes/parasites
dans lesquelles la présence des proies et hotes font partie de la niche écologique des
prédateurs et parasites; nous verrons qu’il existe d’autres types d’interactions interspé-
cifiques ne faisant pas partie intégrante de la niche écologique, mais qui influencent la

répartition géographique.

1.3 Barrieres biotiques et abiotiques

La contrainte la plus facile a appréhender est la limite générée par des barrieres phy-

siques faisant obstacle a la dispersion des individus, comme le passage d’un continent
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a une surface aquatique qui représente un frein pour certaines especes terrestres (Holt

et al) 2013; [Burrows et al., [2014}; Hébert et al., [2021)). Des barriéres physiques peuvent

également exister au sein du continent tels que les massifs montagneux, ou au sein des

océans tels que les courants marins (Gaylord et Gaines|, 2000). Bien que les barrieres

abiotiques soient les plus documentées (71.22% des études publiées, [Sexton et al., 2009)

la distribution des espéces peut s’arréter sans barriere physique apparente (Sexton et al.
2009). Dans certains cas, ceci peut étre dii & des barrieres biotiques, qui représentent

un frein & la colonisation di aux interactions directes avec les différentes especes de la

méme communauté (Hargreaves et al., 2014). Par exemple, lorsque plusieurs especes co-

existent dans un environnement donné, celles-ci peuvent également interagir de maniere
indirecte en influencant conjointement I’environnement dans lequel elles se trouvent
. L’interaction indirecte peut étre illustrée par la compétition interspécifique
générée par I'influence qu’a une espece sur les ressources limitées d’une autre (notion de
niche écologique réalisée comme initialement définie par [Hutchinson!|[1957, ou exclusion
compétitive, . L’effet de I'exclusion compétitive due & une ressource limitée
sur la coexistence des especes a rapidement été démontrée empiriquement (Gause,
comme théoriquement (Volterra, 1926; Lotkal |1932, Encadré 1). Un autre type

d’interaction biotique a prendre en compte est 'interférence reproductive entre especes
conservant un potentiel d’hybridation et dont les aires de distribution sont adjacentes.
En effet, lorsque la mise en place des mécanismes d’isolement reproductif est incom-

plete, ’hybridation entre les deux especes peut laisser des descendants avec une valeur

sélective amoindrie formant ainsi une zone d’hybridation (Barton et Hewitt, |1985). La

zone d’hybridation limite les aires de distribution des populations parentales car aucune

population ne sera capable de passer au dela de cette zone d’hybridation pour coloniser

tout le territoire (Case et al., 2005; (Goldberg et Lande, 2006; Willi et Van Buskirk, 2019).

Les limites d’aire de distribution d’une espéce peuvent donc étre déterminées par
une diversité de barrieres biotiques et abiotiques. Or 'importance relative des barrieres
biotiques et abiotiques peut différer en fonction de la limite considérée
, plusieurs barrieres pouvant intervenir pour une méme limite d’aire (Sexton et
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2009) ou un type de barriere pouvant avoir un impact sur un autre (par exemple la
compétitivité d'une espece peut dépendre des conditions abiotiques du milieu,

et Nakano|, [2000)). Pour davantage saisir cette complexité, il semble important de revenir

sur la définition de la dispersion, qui est définie comme “any movement of individuals or
propagules with potential consequences for gene flow across space” (Ronce, 2007)). Ainsi,
la dispersion implique une conséquence sur les échanges de genes, contrairement a la

migration qui peut étre définie comme une adaptation face a des changements transi-

toires de la localisation des ressources disponibles (Dingle et Drake, [2007). La dispersion

peut étre divisée en trois étapes : ’émigration ; la phase nomade (ou vagabonde) et enfin

I'immigration (Ronce} [2007) ; or les barrieres peuvent intervenir sur chacune des étapes

(Dennis et al., [2013). I est d’ailleurs possible que la limite d’aire de distribution soit plus

petite que la limite de niche lorsque 1’espece n’a pas encore eu le temps de coloniser ces

milieux (Hargreaves et al.,2014), comme le cas ol une population n’arrive pas a s’étendre

aussi rapidement que ’environnement devient favorable (Svenning et Skov, 2007; Nor-|

mand et al., [2011)). Cette limitation en termes de dispersion peut étre liée a l'incapacité

de l'espece a disperser sur de longues distances (celle-ci pouvant néanmoins évoluer pour

disperser plus loin, [Darling et al., [2008; Ramakrishnan et al., [2010; [Hargreaves et Eckert|,

2014) ou lorsque des effets démographiques et/ou génétiques contraignent la colonisation
de nouveaux milieux.
Un de ces effets démographiques correspond a 'effet Allee, défini comme une rela-

tion positive entre un trait lié a la valeur sélective d’un individu et la densité d’individus

(Stephens et al., [1999)) : autrement dit, il réfere a la relation positive entre la croissance

démographique intrinseque et la densité de la population. Nous avons ici utilisé le terme
de valeur sélective, qui dépend des caractéristiques propres & un individu (combinaisons
d’alleles, effets maternels etc.) mais également des effets extérieurs comme les caracté-
ristiques des compétiteurs. Elle représente une mesure de ’aptitude qu’a un individu a
produire des descendants viables et dépend donc de son taux de survie et de sa fertilité.

La valeur sélective est ainsi définie a travers un cycle, qui peut étre de zygote a zy-

gote (Gillespie, 2004) ou d’individu & individu 2004)). L'origine de l'effet Allee
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Partie I. Introduction

peut étre multiple selon l'espéce considérée (Stephens et Sutherland, 1999). Elle peut,
par exemple, relever de l'instinct grégaire que peuvent avoir certaines especes de mam-
miferes ou d’oiseaux lorsqu’elles colonisent un nouvel habitat (Reed et Dobson, [1993)) ;
relever de la difficulté a trouver un partenaire de sexe opposé dans le cas d’especes se
reproduisant de maniére sexuée (Bessa-Gomes et al., |2004) ou relever du fait que les
pollinisateurs soient moins attirés par des populations de plantes de faible densité, af-
fectant alors leur reproduction et donc la survie des populations en question (Cheptou

et Avendano V| [2006).

Encadré 1. Compétition interspécifique, modele de Lotka et Volterra

Depuis sa formulation par Darwin, la théorie de la sélection naturelle se rattache a I’idée d’une
limitation en termes de ressources et a celle que les individus sont en compétition les uns avec les
autres pour 'acces a ces ressources. Les effets de la compétition en écologie sont pris en compte via
leur effet sur la démographie. Afin de prendre en compte 'effet de la compétition entre deux especes,
il est alors nécessaire de suivre leur effectif : soient ny (t) et na(¢) leurs effectifs respectifs. On appelle
n;(t) le nombre d’individus que I'espeéce ¢ comprend au temps t. L’objectif est d’étudier comment
ces deux effectifs changent dans le temps et ce en fonction des parametres du modele. Les équations
formalisées par [Volterral (1926)) et |Lotka] (1932)) prennent en compte la possibilité que chaque espece
consomme une ressource limitée, mais les deux especes n’exploitent pas nécessairement les mémes

ressources.

dn1 (t) (n1 (t) + Oézlng(t))

dm) _ e (1-

dncit(t) - < (na(t) f;llgnl(t))) (1)
Ta = eln (1 - RS

ou r; correspond au taux de croissance de l’espece ¢ (correspondant & la différence entre taux de
naissance et taux de mort, comme discuté dans le texte principal) et K; la capacité biotique, qui
décrit la quantité de ressources disponibles dans le milieu. Les parameétres a21 et a1z quantifient,
respectivement, 'effet qu’a l'espéce 2 sur l'espéce 1 et l'effet qu’a ’espece 1 sur espece 2. Dans
le cas ou la compétition interspécifique est plus importante que la compétition intraspécifique, les

valeurs seront supérieures a 1.

De nombreux phénomenes interviennent donc dans la mise en place d’une limite d’aire

de distribution, qu’elles soient liées a la limite de la niche écologique, aux contraintes
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induisant des barriéres a la dispersion ou a une limite intrinseque de ’espece a disper-
ser. D’autres questions émergent a partir de ces résultats : pourquoi 1’évolution de la
niche est-elle contrainte ? Pourquoi les especes n’arrivent pas & évoluer pour passer outre
les barrieres ou les limites de dispersion? Et quelles sont les bases génétiques de ces
contraintes 7 Nous allons maintenant aborder I’approche évolutive de ’étude des limites

d’aire de distribution, qui représente un premier pas pour répondre a ces questions.

1.4 Barrieres évolutives

Les deux premieres explications que nous allons aborder nécessitent de prendre en
compte les dynamiques qui existent généralement en limite d’aire de distribution (que
nous approfondirons par la suite). Ces dynamiques induisent une diminution de la va-
riance génétique et de la densité parmi les populations situées dans ces zones géogra-
phiques, dites populations marginales. Commencons par la premiere explication qui dé-

coule du fait que la variance génétique est plus faible dans les populations marginales.

Capacité adaptative réduite

Durant la derniere période glaciaire (“Last Glacial Maximum”) les aires de distri-
butions associées a de nombreuses especes étaient réduites a des zones géographiques
restreintes, appelées refuges glaciaires (Gaston, |2003)). Une fois que la température de
la Terre a ré-augmenté, les habitats favorables aux especes se sont élargis et les especes
se sont étendues a partir des populations sources que représentent les refuges glaciaires
(Hewitt], 1999 Schmitt et Seitz, 2001)). Bien que la dispersion puisse permettre de co-
loniser ces nouveaux habitats, les contraintes que doivent surmonter les individus ou
propagules durant les différentes étapes de la dispersion limitent le nombre d’individus
ou propagules s’établissant effectivement dans le nouvel habitat : c’est le phénomene de
goulot d’étranglement. Dans le cas ou le goulot d’étranglement est trop drastique, la re-
colonisation peut rapidement étre suivie d’une extinction due aux effets de stochasticité

démographique et/ou génétique (cf. paragraphe 1.1.3. et Encadré 2).
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Encadré 2.1 Dérive génétique, mutation et sélection

La dérive génétique : La dérive génétique correspond a l’effet du hasard sur les changements
de fréquences des alléles au sein d’une population. Si on suppose une population constituée de N
individus haploides et deux alleles A et a ségrégeant & un locus donné, on pose p la fréquence de
lallele A, qui est égale au nombre d’individus portant l'allele A (N4) divisée par le nombre total
d’individus (N). De méme, on pose q la fréquence de lallele a (= N, /N). Dans le cas ou les individus
formant la génération suivante est formée a 'aide d’un tirage avec remise parmi les individus de
la génération précédente (modele de Wright-Fisher), il est possible de montrer que la fréquence de
I’allele A a la génération suivante suit une loi binomiale de parametres IV et p.

Mutation : La mutation représente une modification de la séquence I’ADN (ou d’ARN) causée
par une erreur de PADN (ou 'ARN) polymérase et est considérée comme étant la source de la varia-
tion génétique. Le taux d’erreur, correspondant a la fidélité a laquelle ces complexes enzymatiques
transcrivent 'information nucléotidique, est équivalent au taux de mutation. Les taux de mutation
varient selon les espéces, tissus, locus, milieux et varient généralement de 107! & 1073 (Lynch),
2010)). De par la redondance du code génétique, certaines mutations peuvent étre neutres; dans
d’autres cas les mutations peuvent impacter le phénotype, et donc la valeur sélective de I'individu
en question. Selon l'effet de la mutation et selon le trait qu’elle va affecter, on parle de mutation
délétére (qui diminue la valeur sélective de l'individu) ou de mutation bénéfigue (qui augmente la

valeur sélective de l'individu).

Outre 'extinction, un nombre restreint d’individus s’accompagne a fortiori d’'une di-
versité génétique amoindrie, or il est généralement admis que le taux d’adaptation d’une
population est proportionnel a sa diversité génétique, puisque la sélection pourra s’opérer
plus rapidement pour sélectionner les combinaisons génétiques favorables (Fisher, 1930;
Barton, 2001 a; |Willi et Hoffmann, 2009). Ainsi, une faible diversité génétique est consi-
dérée comme une contrainte a I’adaptation des populations situées en périphérie et donc
une contrainte a ’élargissement de leur niche écologique (Hoffmann et Blows, [1994).
Cette hypothese est soutenue par ’exemple d’une espece de drosophile en Australie dont
I’aire de distribution semble étre limitée par la faible diversité génétique associée aux
traits de résistance au stress (Kellermann et all [2006; [Hoffmann et Willi, 2008} Bridle
et al., |2009)). La deuxiéme explication repose principalement sur la différence de densité

entre populations situées au centre et aux limites d’aire de distribution.
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Encadré 2.2 Dérive génétique, mutation et sélection

La sélection : Il existe différents types de sélection selon la relation entre la valeur sélective et
le phénotype de l'individu (Figure . La sélection est dite stabilisante si un phénotype intermé-
diaire (ou plus précisément le phénotype le plus proche de I’ optimum phénotypique, Figure [1]A) est
favorisé,directionnelle si la valeur sélective augmente (ou diminue) de maniére monotone avec la
valeur du trait (Figure ), et disruptive si la relation entre le phénotype et la valeur sélective n’est
pas unimodale (par exemple s’il existe deux optimums phénotypiques, Figure ) Un optimum

phénotypique est une valeur de trait pour lequel la valeur sélective est maximisée.
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Figure 1 — Les figures sur la colonne de gauche illustrent la relation entre valeur sélec-
tive et trait phénotypique. Selon cette relation, 'effet de la sélection sur la distribution des
fréquences phénotypiques va différer (colonne de droite) : en violet la distribution des fré-
quences phénotypiques avant et en vert aprés sélection. Les fleches noires illustrent 1'effet de
la sélection sur la distribution. A. Sélection stabilisante, B. directionnelle et C. divergente.

Maladaptation due aux flux de genes

L’idée est que la différence de densité entre les populations en centre (plus abon-
dantes) et en limite d’aire génére une asymétrie en termes de dispersion, avec une plus
grande probabilité que les individus dispersent depuis le centre vers les limites plutot que
la réciproque (Figure. Dans le cas ol les populations sont adaptées a leur habitat local,
le flux de geénes provenant des populations centrales vers les populations marginales peut
contraindre ’adaptation de ces dernieres, et donc ’expansion de 'aire de distribution
(Haldane, 1956; Mayr, 1963). Deux principaux types de modeles ont été développés pour

étudier la dynamique adaptative en limite d’aire de distribution : le premier prend en
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Figure 2 — Lorsqu’il existe une différence de densité entre populations (par exemple ici le nombre
d’individus dans la population 1 est inférieur & la population 2), alors il y a plus de probabilité
qu’il y ait des individus qui dispersent des populations plus denses vers les populations moins
denses (population 2 vers population 1). Lorsque les populations sont localement adaptées, c’est-
a-dire qu’elles ne sont pas associées aux mémes valeurs de traits phénotypiques moyens (ici
Z1 # Z3), alors cela peut générer de la maladaptation dans les populations moins denses, et
générer I'extinction de ces dernieres : c’est I’émergence de la limite d’aire de distribution.

compte un espace continu le long duquel 'environnement varie (on dit qu’il existe un
gradient environnemental) ; le deuxieme étudie 'adaptation des individus & un nombre
restreint (généralement deux) d’habitats en fonction de la force de sélection et du taux
de dispersion. Le travail de Kirkpatrick et Barton| (1997)) a permis d’initier le premier
type de modele en incorporant une dynamique évolutive dans un modele de diffusion
(Encadré 3) pour comprendre le role de la sélection, de la dispersion et de la pente du
gradient environnemental dans I’émergence d’une limite d’aire de distribution. Pour cela,
ils prennent en compte un unique trait quantitatif et supposent qu’il est soumis & une
sélection stabilisante dont la valeur de 'optimum phénotypique varie a travers ’espace
(Figure . La pente du gradient environnemental représente ainsi a quel point la valeur
optimale du trait quantitatif change rapidement le long de ’espace.

La particularité de leur démarche est d’étudier la démographie des populations en
parallele de leur dynamique adaptative. Cette démarche est importante puisque plus une

population est adaptée a son habitat, plus sa densité sera importante et donc plus la pro-
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babilité qu'un individu émigre de cette population sera grande. Leurs résultats suggerent
qu’il existe trois situations d’équilibre : une ou toutes les populations se sont éteintes,
une dans laquelle une limite d’aire de distribution se met en place et une ou il n’y a pas
de limite d’aire de distribution puisque la population s’adapte indéfiniment. Le passage
d’une situation a 'autre dépend en particulier de la pente du gradient environnemental,
de la distance de dispersion et de la force de la sélection stabilisante. Ces trois parametres
combinés illustrent a quel point la valeur sélective d’un immigrant serait amoindrie en
fonction de la distance qui sépare son habitat originel et son habitat actuel, ¢’est ce qu’on
appelle le fardeau de dispersion (“dispersal load”, Bridle et al., [2010). Or le cout sur la
valeur sélective d’'un individu va avoir une répercussion sur la valeur sélective mesurée a
I’échelle de la population, qui, lorsqu’elle devient trop faible, va générer I'extinction de
cette derniére et I’émergence d’une limite d’aire de distribution.

Ce travail a été le premier modele considérant un trait quantitatif qui a pu montrer
que la dispersion peut générer une limite d’aire de distribution. Ce modeéle suppose néan-
moins une variance génétique constante dans toutes les populations, bien que ’apport
en matériel génétique que représente la dispersion peut augmenter la variance géné-
tique dans les populations en limite d’aire de distribution. Dés lors que I'hypothese de
variance génétique constante est relachée, aucune limite d’aire de distribution n’est obte-
nue dans ce type de modele, puisque I’augmentation de la variance génétique permet aux
especes de s’adapter indéfiniment (Barton) 2001a). Les modeles de |Kirkpatrick et Bar-
ton| (1997) et Barton| (2001al) restent cependant des modeles déterministes, c’est-a-dire
qu’ils ne prennent pas en compte 'effet de la stochasticité démographique et génétique
qui peuvent intervenir dans les populations en limite d’aire de distribution. Le modele
de [Polechova et Barton| (2015) se place dans la continuité de ces précédents modeles
en prenant en compte la taille finie des populations (et prenant deés lors en compte les
effets stochastiques) tout en permettant 1’évolution de la variance génétique et du trait
phénotypique moyen. Leurs résultats montrent que ’adaptation des populations péri-
phériques échoue — et donc une limite d’aire de distribution se met en place - lorsque

le gradient environnemental effectif (tel que défini par Kirkpatrick et Bartonl 1997, i.e.
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proportionnel a la pente du gradient environnemental, de la distance de dispersion et
de la force de la sélection stabilisante) devient plus important que lefficacité de la sé-
lection relativement a la dérive génétique (proportionnel & la taille de la population et
la force de la sélection stabilisante). Contrairement au modele de [Kirkpatrick et Barton
(1997) dans lequel la densité ne diminuait que graduellement (dans la situation ou ils
obtiennent une limite d’aire de distribution), celui de Polechova et Barton|(2015) montre
qu’une chute de densité abrupte peut étre obtenue dans le cas ou la pente du gradient
environnemental effectif s’accentue le long de 'espace.

Plutot que de considérer un environnement continu, certains modeles étudient 1’évo-
lution des limites d’aire de distribution en considérant un nombre discret d’habitats. Ces
modeles étudient comment 'adaptation dans les populations puits peut étre facilitée ou
contrainte par les effets de la sélection, du flux génétique et de la régulation des popu-
lations (Holt et Gomulkiewicz, 1997; Ronce et Kirkpatrick,, 2001). L’adaptation dans la
population puit correspondrait a 'expansion de la niche écologique, et ainsi, I’expansion
de laire de distribution. D’apres ces modeles, un taux de dispersion intermédiaire per-
mettrait une meilleure adaptation, puisqu’elle permet de maintenir une certaine variance
génétique pour que la population puit puisse persister. Tout comme dans le modele a
environnement continu, la dispersion peut également contraindre ’adaptation a un nou-
vel environnement en diminuant la valeur sélective moyenne au sein des populations
périphériques.

Finalement, que ce soit dans les modeles discrets ou continus, la dispersion a un
double tranchant : elle permet dans certains cas d’augmenter la variance génétique et
ainsi faciliter 'adaptation ; mais peut défavoriser I'adaptation lorsqu’elle devient trop
importante, ou que les individus proviennent d’environnements trop distincts. Les résul-
tats empiriques vont également dans ce sens, plusieurs travaux ayant mis en évidence
que le flux génétique peut aider a ’adaptation des populations périphériques lorsqu’il
provient de populations adaptées a un habitat similaire (Bridle et al., 2009; Sexton et

all, [2011).
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Encadré 3. Les équations de diffusion

Les équations de diffusion permettent de décrire la variation des concentrations locales d’un
fluide qui s’équilibrent sans création ni destruction de matieére. Dans le cas ot on s’intéresse a la

quantité f, au temps t et a la coordonnée spatiale x :

af 0’ f
5 = P2 (2)

ol D correspond au coefficient de diffusion du fluide, 9 /9x la pente de f au point = et 9° f /92>
la courbure & ce méme point. Dans le cas ot 8% f/0z> = 0 alors f représente une droite & proximité
de z. En physique, les équations de convection-diffusion combinent une partie de diffusion (éq. [2]) et
une partie de convection, qui décrit le déplacement des particules sous I’influence du mouvement du
milieu dont elles font partie (di par exemple & un gradient thermique) : la diffusion correspond & un
déplacement élémentaire de chaque particule, tandis que la convection correspond & un déplacement

de l’ensemble des particules. Les équations de convection-diffusion peuvent s’écrire :

of *f L of
2 =p vl 3)
ot ox Ox
avec le second terme qui correspond & la convection.
En biologie, ces équations de convection-diffusion sont notamment utilisées pour déterminer
les densités de probabilités des fréquences alléliques sous différentes conditions (par exemple dérive
seule). Ou encore pour obtenir les équations de clines, qui prennent en compte la migration et la

sélection le long d’un espace unidimentionnel.

Contraintes évolutives

Une autre explication évolutive des limites d’aires de répartition est que les especes
ont atteint leur limite intrinseque en termes de capacité évolutive. En effet, 'envi-
ronnement n’est jamais parfaitement uniforme et plusieurs facteurs environnementaux
peuvent co-varier a travers I’espace, nécessitant alors I’évolution simultanée de plusieurs
traits phénotypiques. Cependant, le champ des phénotypes possibles étant limité, cer-
tains phénotypes pourraient ne pas apparaitre, bien qu’ils soient avantageux (Figure
Antonovics, 1976; Lefevre et al.l 2016]). L’exemple le plus connu est celui de la plante
Chamaecrista fasciculata dont ’aire de distribution s’étend sur un gradient d’aridité aux
Etats-Unis. A partir de trois populations échantillonnées a travers ce gradient d’aridité,

Etterson et Shaw]| (2001) ont énuméré le nombre de feuilles, mesuré leur épaisseur, puis
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Figure 3 — Figure inspirée d’Antonovics (1976), en noir les corrélations entre deux traits phé-
notypiques et en bleu les valeurs de traits favorisées par la sélection. A. Lorsqu’il existe une
corrélation positive entre les valeurs phénotypiques des deux traits, la sélection peut amener a
une augmentation de la valeur sélective des individus atteignant les valeurs dans le cercle bleu;
B. Lorsqu’il existe une corrélation négative entre les valeurs phénotypiques, la sélection peut
difficilement amener & augmenter la valeur sélective car les valeurs dans le cercle bleu ne sont
pas atteignables.

compté le nombre de gousses et de semences par gousse, afin d’avoir une estimation de la
fécondité des plantes. Ces mesures leur ont permis de prédire les changements de valeurs
des traits en réponse a la sélection dans deux cas : lorsque tous les traits sont pris en
compte indépendamment et lorsqu’ils sont pris en compte dans une analyse de génétique
quantitative multivariée (REML). Leurs résultats montrent non seulement qu’il existe un
conflit entre les prédictions univariées et multivariées sur les valeurs de traits apres sélec-
tion, mais aussi qu’il existe une corrélation génétique négative entre certains traits pour
lesquels des valeurs plus grandes devraient étre favorisées dans un milieu aride. Leurs
résultats montrent ainsi que les contraintes intrinseques a une espéce peuvent contribuer

a générer une limite d’aire de distribution.

Les limites évolutives pouvant expliquer les limites d’aires de distribution impliquent
que 'environnement est hétérogene a travers ’espace. La sélection divergente qui découle
de ’hétérogénéité spatiale de I’environnement peut étre a 'origine de I’adaptation locale

des individus. Ce phénomene introduit I'idée que les populations distribuées & travers une
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aire de distribution ne sont pas associées a des valeurs uniformes de traits phénotypiques.

2 L’environnement change dans ’espace : ’adaptation locale

2.1 Définition

L’adaptation locale est définie comme un patron selon lequel chaque habitat contient
des individus résidents qui ont une meilleure valeur sélective moyenne que des individus
provenant d’autres habitats. Le phaléne du bouleau qui a évolué pour avoir des ailes de
couleur noire sur les bouleaux situés proches des centres industriels anglais est un exemple
typique de I’évolution du trait phénotypique qui permet d’augmenter la valeur sélective
des individus résidents (Kettlewell, [1955; Bishopl (1972). Le phénomene d’adaptation
locale a par la suite été observée chez de nombreuses especes et peut concerner une
grande diversité de traits phénotypiques (voir les revues de Kawecki et Ebert, 2004;

Leimu et Fischer, [2008; Hereford, 2009; [Sanford et Kellyl 2011)).

2.2 Méthode pour mettre en évidence ’adaptation locale

Plusieurs approches ont été développées pour détecter ’adaptation locale dans la
nature. Certaines approches consistent a comparer la variabilité spatiale d’un trait quan-
titatif avec ce qui est attendu sous variation neutre (comparaisons Qs — Fsr, McKay
et Lattal 2002), ou a étudier la corrélation entre les alleles d’un trait candidat et les
variables environnementales auxquelles le trait serait adapté (Hancock et al., 2011; [Fu-
magalli et al., [2011)). Néanmoins ces méthodes permettent de mettre en évidence des
patrons de différenciation mais pas directement des patrons d’adaptation. Un moyen de
remédier & ce probleme est d’effectuer des expériences dans lesquelles les individus issus
de populations distinctes sont comparés dans les mémes conditions environnementales.
Ceci peut étre effectué directement sur le terrain en transplantant les individus dans des
localités variées (expérience de transplantation réciproque, Hereford, [2009) mais dont la
mise en place est souvent rendue compliquée pour des raisons éthiques ou légales (Kawe-

cki et Ebert|, 2004)). Une alternative est d’utiliser les expériences en jardin commun, qui
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consistent a recréer les habitats en laboratoire et de faire varier le facteur biotique ou
abiotique dont nous voulons étudier effet (Kawecki et Ebert|,|2004; Nuismer et Gandon,
2008). Dans les deux types d’expérience, il est nécessaire de mesurer un ou plusieurs

traits liés a la valeur sélective des individus.

2.3 Apports théoriques sur I’émergence d’un patron d’adaptation locale

La mise en place de I’adaptation locale ne dépend pas seulement de la présence d’une
sélection divergente mais peut étre contrainte par d’autres facteurs tels que le taux de
dispersion et la dérive génétique. De nombreuses études théoriques ont été développées
pour comprendre I'intrication de ces trois forces dans I’émergence de ’adaptation locale.
Parmi elles, nous pouvons retrouver les études sur I’émergence des limites d’aires (Barton,
2001 a; Kirkpatrick et Barton, [1997; Polechova et Barton,|2015) qui montrent que des lors
que le fardeau de migration devient trop important par rapport a 'importance relative
de la sélection face a la dérive génétique, les populations périphériques n’arrivent plus
a s’adapter. Le modele d]Alleaume-Benharira et al.| (2006) étudie explicitement ’effet
du taux de dispersion, de la force de la sélection et de la dérive génétique sur ’adap-
tation locale au sein de populations distribuées le long d’'un gradient environnemental.
A partir de leurs simulations individus-centrées, les auteurs montrent que contrairement
aux attendus déterministes qui prédisent qu'une augmentation du taux de dispersion va
toujours a I’encontre de ’adaptation locale, un taux de dispersion intermédiaire permet
d’augmenter la valeur sélective moyenne des populations situées en périphérie. Le fait
qu’un taux de dispersion intermédiaire soit favorable a ’adaptation locale est retrouvé
dans les modeles étudiant la probabilité de fixation d’un allele favorable dans les popu-
lations puits (Holt et Gomulkiewicz, 1997; Gomulkiewicz et al., [1999; Kawecki, 2000).
Le modele de Blanquart et al.| (2012)) affine la relation entre dérive génétique et disper-
sion en prenant en compte plusieurs populations (on parle de métapopulation) dans un
environnement hétérogene. Les auteurs considerent deux situations : une dans laquelle
I’adaptation locale est déterminée par le génotype présent au niveau d’un locus (locus

biallélique, i.e. avec deux alleles) et une situation dans laquelle elle dépend de 1’état
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allélique d’un grand nombre de locus (i.e. trait quantitatif). Dans la premieére situation,
les auteurs trouvent que la dérive génétique réduit indirectement I’adaptation locale en
amenuisant la variance génétique, tandis que la migration défavorise toujours sa mise
en place. La situation concernant le trait quantitatif montre une relation légerement
plus complexe : bien que la dérive génétique défavorise indirectement ’adaptation lo-
cale, son effet sera d’autant plus important que le taux de dispersion est faible. En effet,
la dispersion étant une source de variance génétique, lorsque son taux s’amoindrit, la
variance génétique sera davantage affaiblie et la dérive génétique aura un effet d’autant
plus défavorable. Ainsi, dans le cas ou ’adaptation est freinée par un déficit en variance
génétique, la vitesse d’adaptation locale sera proportionnelle au taux de migration qui
représente une importante source de diversité génétique.

Jusqu’ici nous n’avons parlé que de deux options : I'adaptation locale ou l'extinc-
tion. Or selon le taux de dispersion et la différence sélective entre habitats, ’adaptation
peut passer par la sélection d’individus spécialistes ou généralistes. Ronce et Kirkpa-
trick (2001) définissent une espeéce comme étant spécialiste si - dans un environnement
hétérogene - cette espece est toujours trouvée dans le méme habitat, contrairement a
une espece généraliste qui sera observée dans différents habitats. Une espece généraliste
peut étre constituée de génotypes généralistes ou de génotypes spécialisés dans diffé-
rents habitats (ce qui serait une forme d’adaptation locale). Les génotypes généralistes
peuvent par exemple montrer de la plasticité phénotypique, définie comme un effet de
I’environnement sur le phénotype d’un individu par 'intermédiaire de mécanismes déve-
loppementaux (Via et Lande, [1985; Chevin et al., [2010)). Elle peut étre mise en évidence
en mettant un génotype donné dans différents environnements : si le phénotype varie
(ou un trait phénotypique spécifique) alors on obtiendra une norme de réaction. Lorsque
cette derniere est linéaire, sa pente nous renseigne sur 'ampleur de la plasticité (Chevin

et al., 2010).

La mise en place de 'adaptation locale ne découle donc pas de la seule présence
d’une sélection divergente. Elle dépend également de l'effet de la dérive génétique (et

donc la taille des populations, Encadré 2) ainsi que de la dispersion qui a lieu entre les
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populations. Ces deux effets sont en fait compris dans ce qu’on appelle la structure de

population, que nous allons maintenant aborder.

3 La structure de population

3.1 Définition

Nous avons initialement défini D'aire de distribution comme la zone délimitant la

répartition géographique d’une espece qui inclut la totalité de ses populations. En effet,

plutét qu’une unique population qui serait présente a travers ’aire de distribution, 1’es-
pece est souvent constituée de plusieurs populations qui échangent un nombre plus ou
moins important d’individus ou de propagules. Par exemple, on peut s’attendre a ce que
des populations géographiquement proches échangent plus de migrants (on parle du fait
qu’elles ont une plus grande connectivité) que des populations situées de part et d’autre
de l'aire de distribution. La subdivision peut également s’appliquer a ’échelle d’une po-
pulation : bien qu’elle paraisse fonctionner comme une unique population, il est possible
que cette population soit subdivisée, par exemple que la reproduction se fasse préfé-
rentiellement au sein de groupes d’individus constituant des sous-populations. Tous ces
aspects liés a la taille de population, a la connectivité ou encore a la subdivision peuvent
étre englobés dans la notion de structure de population. Ce terme a initialement été in-
troduit par Wright| (1951)) et incluait le nombre d’individus, la composition en termes de
classe d’ages ou de sexe ainsi que 1’état de subdivision de la population. Hedrick| (1985)
en donne une définition plus générale : “If a population has localized subpopulations in
which there is genetic drift, if mating is not random throughout the population, or if
migration does not have equal probabilities throughout a population, we can consider
the population to be structured”. En général, la notion de structure de population fait
surtout référence a la structure génétique des populations, qui décrit la maniére dont
les individus qui les composent se répartissent dans ’espace et a quel point les popu-
lations sont différenciées génétiquement. 11 existe aujourd’hui des champs de recherche

qui étudient ces différenciations génétiques en parallele de données environnementales
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pour comprendre l'origine de ces différenciations et les facteurs environnementaux qui
les influencent, on parle de “landscape genetics” (Manel et al., 2003) ou de “seascape

genetics” (dans le cas des organismes marins, Selkoe et al.l 2008).

3.2 Apports empiriques

La différenciation génétique des populations est généralement mesurée a ’aide des
fréquences d’alléles meutres, qui peuvent nous renseigner sur les événements démogra-
phiques passés (extinction-recolonisation, goulots d’étranglement etc.) ainsi que sur la
connectivité, contrairement aux locus sous sélection dont les fréquences peuvent varier
selon leur avantage sélectif (différence entre Qg et Fsp, c¢f. 1.2.2.). En laboratoire, ces
alleles neutres sont obtenus a 'aide de marqueurs qui permettent d’amplifier certaines
séquences a partir d’échantillons naturels. Ces séquences peuvent étre situées dans les
génomes présents dans les organelles (mitochondries : mtDNA ou chloroplastes : cpDNA)
ou dans le génome nucléaire, tels que les marqueurs microsatellites. Ces derniers corres-
pondent & des séquences d’ADN formées par une répétition de motifs composés d’un a six
nucléotides et sont co-dominants. La particularité des marqueurs microsatellites est leur
taux de mutation élevé (Goldstein et Schlotterer, [1999)), & Porigine d’un grand nombre
d’alleles par marqueur et permet ainsi d’affiner les analyses. Néanmoins, des mutations
peuvent également avoir lieu sur les sites qui nous permettent d’amplifier ces séquences,
empéchant la fixation de ’amorce qui est indispensable a ’amplification de la séquence :
on parle alors d’alléles nuls. La présence d’alleles nuls peut fortement biaiser les résultats
et nécessite donc de les détecter a l'aide de différentes méthodes (eg. [Van Oosterhout et
al.,|2004; Chapuis et Estoup, [2007)) afin de corriger les données ou d’enlever les marqueurs
associés a la présence d’alleles nuls. D’autres types de marqueurs nucléaires sont aujour-
d’hui a disposition grace aux méthodes de séquengage a haut débit (“Next Generation
Sequencing” ou NGS) qui permettent d’obtenir des dizaines de milliers de marqueurs
polymorphiques d’un nucléotide de long, que 1'on appelle “Single Nucleotide Polymor-
phism” ou SNP. Ces grands volumes de données génomiques permettent d’augmenter la

puissance statistique ainsi que la précision des analyses (Gagnaire et al. 2015). L’iden-
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tification des marqueurs neutres parmi les données passe par différentes méthodes de
filtration ; néanmoins il existe également des analyses effectuées a ’aide de marqueurs
sous sélection, dont les résultats peuvent étre complémentaires a ceux obtenus a 'aide
de marqueurs neutres (Gagnaire et al. 2015; Benestan et al., [2016)). Dans le cadre de ce
manuscrit, nous ne rentrerons pas dans les détails de ce type d’analyse.

Une fois que les fréquences alléliques sont obtenues, la différenciation génétique entre
les populations échantillonnées peut étre estimée a partir des formules obtenues par des

approches théoriques.

3.3 Apports théoriques

Pour quantifier la différenciation aléatoire (i.e. qui ne dépend pas de la sélection na-
turelle) entre sous-populations, Wright a considéré la variable Fgr comme étant égale a
Var(p)/[p(1—p)], avec p la fréquence d’un alléle présent & un locus donné, p la moyenne
parmi les sous-populations et Var(p) la variance des fréquences alléliques entre sous-
populations (Wright|, 1943; |Rousset} |2004). Plus les populations sont génétiquement
proches, plus on s’attend a ce que Var(p) soit faible et - d’apres la formule - le Fgp
aussi. Bien que |[Wright| (1943) en a donné une estimation dans le but de pouvoir le mesu-
rer empiriquement, sa formule reste complexe et est estimée dans des conditions idéalistes
(obtenues & partir d’'un modele en ile infini, nous reviendrons sur cette notion dans le
Chapitre . Afin d’obtenir le Fg7 & partir de données empiriques, plusieurs méthodes
ont ensuite été développées, telle que la méthode de Nei basée sur la notion d’hétéro-
zygotie attendue (Nei, 1973] [1977) ou la méthode de Weir et Cockerham basée sur la
variance des fréquences alléliques (Weir et Cockerham) [1984). Bien que ces différentes
méthodes facilitent ’analyse de données empiriques, elles font néanmoins I’hypothese
que les tailles de populations sont identiques entre elles et constantes dans le temps; or
il est attendu que la densité des populations varie dans ’espace et dans le temps. Com-
mencons par aborder I'attendu selon lequel la densité diminue en direction des limites

d’aires de répartition : c’est la théorie du centre-abondant (Brown, 1984).

28



A B.

W
Au\‘d\\'b ’P Ab\'\‘;'\'é’ N

N
7 -7
Qbro.t.e, pace

Figure 4 — Figure inspirée de Brown| (1984)) illustrant la variation en termes d’abondance (en y) le
long de I’aire de distribution (ou ici I’espace, en ). A. La densité de la population est maximale en
centre d’aire de distribution et diminue en direction des limites d’aire de distribution. B. Lorsqu’il
existe une barriere biotique ou abiotique (ici en pointillé), la densité diminue graduellement au
fur et & mesure que 'on se rapproche de cette barriere.

Variation spatiale de la taille de population

L’étude de [Brown| (1984) est incitée par les nombreux travaux la précédant qui ont
mesuré 'abondance des especes a travers leur aire de distribution. A partir de ces études,
et en particulier celles de Whittaker| (1956, 1960}, [1965), il conclut qu’il existe un patron
général de la variation de ’abondance des populations : “although individual species
attain different maximum densities in different parts of the gradient, abundance of most
species decline relatively gradually and symmetrically with increasing distance in either
direction from their peaks”. En effet, a partir des données empiriques disponibles, il
constate que ’abondance des especes a travers leur aire de répartition peut étre approxi-
mée par une loi normale (Figure ) : le nombre d’individus par population est maximal
en centre d’aire de distribution et diminue au fur et & mesure qu’on s’en éloigne (tel
que dans le modele de Bartonl, 2001 a}; [Kirkpatrick et Bartonl [1997; [Polechova et Barton,
2015, cf. paragraphe 1.1.4. “Maladaptation due aux flux de genes”). Méme dans le cas ou
il existe une barriere abiotique contraignant l’aire de distribution de I’espece, il constate
que ’abondance diminue graduellement au fur et & mesure que l'on se rapproche de cette

barriere (Figure [B).
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Brown tente donc de mettre en parallele la théorie de la niche fondamentale de
Hutchinson et la variation de 'abondance. L’idée est que la présence et ’abondance d’une
espece sont déterminées par sa niche écologique fondamentale et les variations spatiales de
la densité sont supposées refléter I’adéquation de I’environnement a la niche écologique de
I’espece. Bien que la plupart des études empiriques se sont intéressées a la variation d’un
facteur environnemental spécifique a travers l’aire de répartition (permettant d’identifier
les dimensions de la niche fondamentale qui seraient particulierement importantes), selon
lui il serait plus judicieux de considérer que les facteurs co-varient a travers l’espace
(comme discuté dans le paragraphe 1.1.4. “Contraintes Evolutives”). Dans ce cas, il est
attendu que la probabilité que deux sites soient associés a des combinaisons similaires de
variables environnementales est inversement proportionnelle a la distance qui les sépare.
On peut des lors s’attendre a ce que les sites réunissant les facteurs les plus favorables
a ’espece soient concentrés dans une zone géographique correspondant au centre de
l’aire de distribution de 'espece, puis que 'adéquation des facteurs environnementaux
s’amenuise en direction des périphéries. De plus, il est possible que les habitats situés en
périphérie dans lesquels I’espece en question peut s’adapter soient plus épars, que ce soit
par des contraintes intrinseques a ’espéce ou a la présence d’autres espéeces.

Finalement on s’attend a ce que ’espece soit particulierement abondante en centre
d’aire de distribution, que la taille de population diminue et que les populations de-
viennent de plus en plus isolées (i.e. qu’elles échangent moins de migrants) en direction
des limites d’aire (Eckert et al., [2008)). La diminution de la densité des especes en di-
rection des périphéries est d’ailleurs retrouvée dans I’étude de [Pironon et al.| (2017) qui
a réunis les données issues de 76 études. Eckert et al. (2008) montrent également que
68% des données récoltées parmi 25 études ont montré la diminution de la densité en
direction des périphéries. En termes de structure de population, Eckert et al. (2008)
trouvent que deux des trois études ayant comparé la structure de population entre po-
pulations centrales d’une part, et entre populations marginales d’autre part, trouvent
que les populations marginales sont associées a des valeurs de différenciation génétique

plus importantes. Cet attendu a ensuite été validé par de nombreuses autres études em-
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piriques (Arnaud-Haond et al., 2006; [Vakkari et al., 2009; Micheletti et Storfer), 2015;
Latron et al., 2020)).

Variation temporelle de la taille de population

En plus d’une variation spatiale, la taille des populations fluctue souvent dans le
temps. Cette fluctuation peut étre induite par la stochasticité démographique, mais éga-
lement par des aléas climatiques qui peuvent étre particulierement importants dans les
populations situées en limite d’aire de distribution (stochasticité environnementale, Le-
normand et al., 2009). Ces différents types de stochasticité augmentent la probabilité
d’extinction des populations marginales, dont les habitats peuvent ensuite étre recolo-
nisés : c’est le phénomene d’extinction-recolonisation (Kawecki, 2008). Certains travaux
se sont particulierement intéressés a ces phénomenes et notamment aux effets du taux
d’extinction, du taux de dispersion, du taux de recolonisation et de 1’origine des migrants
sur la variance et la différenciation génétique (cette derniére est estimée en termes de
probabilité d’identité par descendance, ou Fgr, [Slatkin, [1977; [Wade et McCauley}, 1988}
Olivieri et al., [1990). Bien que les attendus sur la variance génétique et la différenciation
génétique different grandement selon les valeurs de parametres pris en considération,
quelques lois générales semblent sortir de ces modeles. Par exemple, les modeles dis-
tinguent souvent deux modes possibles de recolonisation : le modele de “migrant-pool”,
qui décrit D'effet de la recolonisation lorsque les gametes sont choisis de maniere aléatoire
parmi toutes les populations (les colonisateurs sont échantillonnés comme 2N gameétes
indépendants plutot que N individus diploides) ; et le modele de “propagule-pool” dans
lequel chaque groupe d’immigrants (ou colonisateurs) est choisi au hasard parmi une
unique population (échantillonnage de N individus diploides, [Slatkin, |1977; Wade et
McCauley, [1988; |Whitlock et McCauley, [1990). Dans le cas du modele migrant-pool,
I’extinction des populations peut soit augmenter soit diminuer la différenciation géné-
tique selon les valeurs de certains parametres (et notamment leur valeur relative, Wade
et McCauleyl, [1988]) ; tandis que dans le modele propagule-pool, extinction ne diminue

jamais la différenciation génétique et peut au contraire 'augmenter (Wade et McCauley),
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1988)). Néanmoins ces modeles sont accompagnés d’hypotheses qui peuvent sembler peu
réalistes : dans le cas du modele migrant-pool, plutét qu’un échantillonnage aléatoire
des gametes parmi toutes les populations, il semblerait plus judicieux de considérer que
I’échantillon de gametes soit formé par un groupe restreint de populations parentales
qui contribueraient dans des proportions variables. Cette modification devrait rappro-
cher les résultats de ceux obtenus pour le propagule-pool, autrement dit la diversité
génétique des populations recolonisées devrait étre affaiblie. De la méme maniere, ces
modeles considerent la méme probabilité d’extinction pour toutes les populations, or la
prise en compte d’une variation de probabilités d’extinction entre populations pourrait
avoir des conséquences importantes sur les motifs de différenciation génétique (Wade et
McCauley, [1988). Bien que ces deux types de modeles correspondent a des situations
extrémes qui sont difficilement rencontrées dans la nature, ils représentent un apport
important puisqu’ils permettent de contraster leurs effets sur la diversité et la structure

génétique.

3.4 Cas particulier des populations en limite d’aire de distribution

Les populations marginales sont généralement associées a une taille de population
plus faible et/ou issues de processus d’extinction-recolonisation (cf. 1.3.2 et 1.3.3.). A
partir de ces caractéristiques, il est attendu qu’elles soient associées a une diversité
génétique plus faible qu’en centre d’aire de distribution (Eckert et al.,|[2008]). Cet attendu
conforte I’hypothese selon laquelle les limites d’aires de distribution se mettent en place
par le fait que les populations soient associées a une faible diversité génétique, et donc a
une capacité d’adaptation amoindrie (Hoffmann et Blows, 1994; Bridle et Vines, 2007).
Bien que certaines revues empiriques portant sur les données obtenues chez les plantes
et animaux vont en faveur d’'une diminution de la variance génétique en direction des
limites (Johannesson et André, 2006; [Eckert et al., 2008), il ne semble pas que ce motif
soit universel. D’apres 1’étude de|Pironon et al. (2017) qui rassemble les résultats issus de
135 études recensant la variation de la diversité génétique le long des aires de distribution,

seules 47% des études valident cet attendu. De méme, I’étude de |[Pennington et al.| (2021)
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qui analyse les données obtenues dans 35 études montrent que la variation liée aux traits
quantitatifs (estimée & partir de I’héritabilité au sens strict, au sens large et d’évolvabilité,
défini comme la variance génétique additive standardisée par le trait moyen, Pennington
et al., [2021) ne diminue pas forcément avec la distance depuis le centre de laire de
distribution, ni depuis le centre de la niche écologique de 'espece. Le fait que les résultats
sur la diversité génétique soient si contrastés peut avoir différentes causes, par exemple la
dispersion provenant d’autres populations (Barton, 2001 al), mais il existe d’autres causes

possibles que nous allons brievement aborder.

Effet d’un goulot d’étranglement sur la variance génétique additive

La premiere est liée a 'interaction entre les alleles sur I’expression d’un trait phéno-
typique. Lorsque la sélection et/ou la dérive génétique génerent la perte ou la fixation
des alleles qui intervenaient jusqu’alors dans une relation de dominance ou d’épistasie,
la variance de dominance ou d’interaction va diminuer et va étre convertie en variance
génétique additive puisque les alleles restants vont interagir de maniere quasi-additive
(Goodnight, |1988; Neiman et Linksvayer, 2006|, et voir Figure , Encadré 4). Ce phéno-
mene ne s’applique donc pas aux traits phénotypiques dont I’expression ne dépend pas
de 'interaction entre alleles (on dit que ces traits phénotypiques sont purement additifs).
Par la suite cet attendu a pu étre validé par des expériences en laboratoire (Bryant et
Meftert, 1995} Bryant et al.l [1986; van Heerwaarden et al., [2008), montrant notamment
que la variance génétique additive peut étre quatre fois plus importante apres un goulot
d’étranglement (Bryant et al., [1986). Il a également été observé dans les populations na-
turelles (Armbruster et al.,|1998, et lorsque les traits sont pris indépendamment |Paccard
et al.l 2016)). Néanmoins I’étendue de ce phénomene reste débattue (Barton et Turelli,
2004; [Turelli et Barton, [2006; [Willi et al., 2006; [van Heerwaarden et al., 2008)).

La deuxieme cause nécessite d’avoir une vision plus dynamique de l'aire de distribu-

tion et de prendre en considération I'histoire des populations.
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Figure 5 — Cette figure correspond & la Figure 2¢ de Neiman et Linksvayer| (2006) et illustre
comment la variance d’interaction et la variance additive varient en fonction des fréquences
alléliques. Tls considérent deux locus avec chacun deux alléles (A; et As au premier locus et
B, Bs au deuxieme locus. D’apres cette figure on voit que la variance liée a ’épistasie est au
maximum lorsque freq(A4;) = freq(B;) = 0.5, tandis que la variance additive est maximale lorsque
Pallele A; et/ou Bj est fixé.

Encadré 4. Décomposition de la variance phénotypique (Falconer et Mackay,

1996)

La variation phénotypique mesurée a 1’échelle d’une population peut étre exprimée comme une
variance (Vp). La variance phénotypique peut ensuite étre décomposée en une variance génotypique
(Ve) qui correspond & la variance des valeurs génotypiques mesurée au sein de la population; et
en une variance environnementale (Vg), qui correspond & la variance des déviations dues & 'envi-
ronnement. Dans le cas ol il existe une interaction entre génotype et l’environnement (comme la
plasticité phénotypique ou l’adaptation locale), on doit prendre en compte la part de la variance

phénotypique expliquée par cette interaction (Vaxg) :

Ve =Va + Ve +Voxe (4)

Pour approfondir les propriétés génétiques d’une population, la variance génotypique peut étre
décomposée davantage :

Ve=Va+Vi+Vp (5)

avec V4 la variance génétique additive, V; la variance liée aux interactions entre alleéles a différents
locus (e.g. épistasie) et Vp la variance liée aux interactions entre alleles au méme locus (e.g. domi-
nance). V7 et Vp proviennent du fait que selon les alleles présents, la valeur du trait quantitatif ne

correspond pas simplement & la valeur obtenue en additionnant leurs effets moyens.
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Conséquences historiques et dynamiques sur la variance génétique

Comme nous 'avons abordé en début d’introduction, les limites d’aire de répartition
des espéces sont rarement fixes (Sexton et al., 2009)). Les changements de limites d’aire
peuvent étre dus au fait que ’espeéce est encore en train de s’étendre suite a I’expansion de
I’habitat lui étant favorable ou encore au changement climatique causant un déplacement
spatial des facteurs environnementaux favorables a l’espece. Lorsque 'on considere le
mouvement des aires de distribution, on peut distinguer deux types de limites d’aire :
la limite d’aire située au niveau de la rétractation d’une espece (du au fait qu’elle ne
peut pas s’adapter aux changements auxquels elle fait face) et la limite d’aire située au
niveau du front d’expansion, en anglais ces deux situations sont nommés, respectivement,
“rear-edge” et “leading-edge” (Hampe et Petit, 2005). Il est important de distinguer les
deux puisque les attendus different quant a la variance génétique mesurée au niveau
intra- et interpopulationnel. En effet, certains auteurs ont mis le doigt sur le fait que les
populations situées sur les fronts de contractions peuvent étre associées & une diversité
génétique unique puisqu’elles sont généralement associées aux refuges durant la derniere
période glaciaire (Hewittl, 1996; Hampe et Petit, |2005). Du fait de l'inadéquation des
conditions environnementales, ces populations seraient présentes sous forme de petites
populations isolées les unes des autres, générant un fort effet de la dérive génétique sur la
variance génétique intrapopulationnelle qui peut difficilement étre réapprovisionnée par
la dispersion. Ainsi, il est généralement attendu que ces populations soient associées a
une faible diversité génétique a ’échelle intra-populationnelle, mais associée a une grande
diversité génétique a 1’échelle de la métapopulation (Hampe et Petit} 2005). L’attendu est
différent dans le cas des populations situées sur les fronts d’expansion qui seraient issues
d’une colonisation rapide a partir des refuges glaciaires. Contrairement aux populations
situées sur les fronts de contraction, de nombreux modeles théoriques se sont intéressés
a la perte de diversité génétique progressive a laquelle sont soumises les populations sur
les fronts d’expansion. Ces pertes de diversité génétique, causées par la dérive génétique,

sont appelés “allele” ou “gene surfing” a savoir un phénomene selon lequel certains alléles
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peuvent rapidement se fixer (ou surfer) par dérive au niveau d’un front d’expansion
(Klopfstein et al., 2006; Hallatschek et Nelsonl, [2008; Peischl et all |2013; Neiva et al.
2010). Ces alleles peuvent représenter des mutations déléteres pour la population, a
lorigine d’une augmentation du fardeau de mutation dans les populations situées sur
les fronts d’expansion, que 'on appelle alors fardeau d’erpansion ou “expansion load”

(Peischl et al.l 2015} Peischl et Excoffier, 2015; [Foutel-Rodier et Etheridge, 2020).

4 Variation des systemes de reproduction a travers l’aire de dis-

tribution

4.1 Contexte

Au début de cette introduction, nous avons abordé le fait que la limite d’aire de
distribution peut émerger d’une limitation en termes de dispersion, a l’origine d’une
divergence entre la limite de la niche écologique et la limite d’aire de distribution. Ce-
pendant — et comme nous ’avons déja mentionné - la dispersion peut elle-méme évoluer,
en particulier une augmentation de la distance (ou kernel) de dispersion peut étre favo-
risée dans certains habitats, et ainsi le kernel de dispersion peut varier entre populations
au sein d’'une méme espece (Clobert et al., 2001} Rousset, [2004; Hargreaves et Eckert,
2014). La dispersion fait partie des traits dits traits d’histoire de vie, c’est-a-dire les
“traits biologiques qui contribuent a la valeur sélective et en particulier a ses compo-
santes fondamentales que sont la survie et la reproduction” (Lefevre et al., [2016). Outre
la dispersion, il existe bien d’autres traits d’histoire de vie qui peuvent varier au sein
de l'aire de distribution des especes, comme la phénologie (Chuine, 2010), la dormance
(Wagmann et al., 2012)) ou les systémes de reproduction que nous allons approfondir
dans le cadre de ce manuscrit. Les travaux sur la variation des systemes de reproduc-
tion a travers les aires de distribution sont nombreux, particulierement ceux abordant
la distribution différentielle entre reproduction uniparentale et biparentale. La reproduc-
tion uniparentale correspond aux systemes de reproduction qui permettent a un unique

parent de laisser des descendants, tandis que la reproduction biparentale en nécessite
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deux de sexes distincts. La reproduction uniparentale peut relever de la reproduction
sexuée, dans le cas de 'autofécondation (ou autogamie), ou de la reproduction asexuée,
dans le cas de la parthénogenése ou de la reproduction végétative (Lefevre et al.l [2016).
Avant d’entrer dans les détails sur 'autofécondation et la parthénogenese, il parait im-
portant de s’arréter un instant pour comprendre ce qu’implique la reproduction sexuée
par rapport a la reproduction asexuée. Pour le moment nous allons seulement aborder

leurs définitions et les mécanismes cellulaires associés a la reproduction sexuée.

4.2 La reproduction sexuée et la reproduction asexuée
La reproduction sexuée : définition et mécanismes

De maniere assez large, la reproduction sexuée est définie comme un processus qui
implique la méiose et la fécondation (fusion entre un gamete male et un gamete femelle)
pour former un nouvel individu. Cette simple définition cache pourtant un champ de
recherche considérable dans I’histoire de la biologie évolutive, dans lequel de nombreux
chercheurs se sont attelés — et ce depuis des décennies - & comprendre pourquoi la re-
production sexuée est si répandue dans le monde du vivant : “thinking about sex has
been one of the main occupations of evolutionary biologists for almost half a century”
(Roze, [2012). En effet, la reproduction sexuée est associée a de nombreux cotts : le cotlt
énergétique de la méiose et de la fécondation ; le coiit 1ié & la recherche d’un partenaire (&
Pexception du cas de I'autofécondation, comme nous le verrons apres) ; le risque d’attra-
per une maladie sexuellement transmissible ; une probabilité plus élevée de faire face aux
prédateurs durant la recherche d’un partenaire; le cotit de deux issu de la production
d’individus (ou de gametes) males ne contribuant pas a la génération suivante en termes
de ressources (voir |Lehtonen et al., 2012 pour revue). Néanmoins, un des bénéfices de la
reproduction sexuée qui a longtemps été retenu est qu’elle génere de la diversité (Weis-
mann, 1889). Ce bénéfice découle en fait des mécanismes cellulaires associés au sexe. En
effet, outre le fait que la fécondation entre un gamete male provenant d’un individu et un

gamete femelle provenant d’un autre individu soit déja a ’origine d’une nouvelle combi-
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Figure 6 — Les crossing-over et la ségrégation qui ont lieu avant la premiere division de la
méiose sont a l'origine d’un brassage du matériel génétique provenant du pere et de la mere.
Ces deux phénomenes définissent ce qu’on appelle la reproduction sexuée. Lors de I’appariement
des chromosomes homologues, les chromosomes venant du pere et de la mere peuvent échanger
des fragments chromosomiques grace a la coupure des deux chromatides au niveau des points de
chevauchement (ou chiasma, “Prophase I”). Cet échange (ou crossing-over) permet de transmettre
une mosaique des chromosomes parentaux chez les descendants et la conséquence génétique
de cet échange représente la recombinaison. Par la suite, les chromosomes homologues migrent
vers le centre de la cellule avant la premiere division (figure “Métaphase I”) et leur position de
part et d’autre du plateau de métaphase représente un autre type de brassage génétique qui
est la ségrégation (“Métaphase I” au “Prophase 11”). Pour finir, la deuxiéme division consistera
“seulement” en la séparation des chromatides sceurs (i.e. les deux brins d’un méme chromosome).

naison génétique parmi les descendants, certains événements qui se produisent pendant
la méiose vont permettre de recomposer les génomes, a savoir : la recombinaison et la
ségrégation.

La recombinaison est la conséquence génétique de 1’échange d’un ou plusieurs frag-
ments entre les chromosomes homologues par crossing-over (Figure @ Le crossing-over
est en fait indispensable a 'appariement des chromosomes homologues et & leur bonne
disjonction lors de la premiere division cellulaire, ainsi, on considere qu’il existe au moins
un crossing-over par chromosome et par méiose chez quasiment tous les organismes (Jones
et Franklin), 2006|). Du fait de leur importance biologique, il a longtemps été considéré que
le nombre et la position des crossing-over étaient minutieusement controlés et conservés.

De récentes études montrent que chez les Mammiferes, la position des crossing-over est
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largement déterminée par un motif génétique précis d’environ 1 a 2kb appelé “recombi-
nation hotspot” (Coop et Myers, 2007)). Ce motif est ensuite reconnu par une protéine qui
va venir générer une cassure double-brin; suite a cette cassure, une conversion génique
va avoir lieu (défini comme un transfert non réciproque d’une information de séquence),
pouvant dans certains cas étre accompagnée d'un crossing-over (Orr-Weaver et Szos-
tak, |1983; |Coop et Myers, |2007)). Aujourd’hui il est donc plutot convenu que le taux et
les sites ou ont lieu les crossing-over (et donc la recombinaison) sont des traits soumis
a I’évolution (Coop et Przeworski, 2007; Coop et Myers, 2007), comme indiqué par la
grande variation des taux de recombinaison entre taxons (Stapley et al., 2017) et a tra-
vers les génomes (Howie et al., [2019). La deuxieme conséquence de la méiose qui est a
Iorigine de la recomposition des génomes est la ségrégation. Cette derniere provient du
positionnement des chromosomes homologues (venant du pere et de la mere) avant la
premiere division : selon leur position par rapport au plateau de métaphase, les cellules

filles contiendront un mélange de chromosomes provenant du pere et de la mere (Figure

[6).

La reproduction asexuée

Il existe dans le monde du vivant de nombreuses fagons de se reproduire sans sexe.
Une premiere fagon est I’absence de méiose et de fécondation : a ce moment-la, les des-
cendants sont produits par mitose. Cela peut notamment s’observer chez les plantes a
travers la reproduction végétative, mais également par la fragmentation chez de nom-
breux invertébrés (Bell, [1982)). Une deuxieme facon de se passer du sexe est de modifier
la méiose et/ou la fécondation, c’est ce qu'on appelle communément parthénogenése,
ou agamospermie chez les plantes. Les variantes de la parthénogenese sont nombreuses,
mais les plus communes sont I’endomitose, I’automixie et ’apomixie (Figure |7} et voir
de |De Meeus et al., [2007| pour une vue d’ensemble des modes de reproduction asexuée).

Selon le type de parthénogenese, la recomposition du génome est encore possible mais
son étendue reste moins importante que dans le cas de la reproduction sexuée de type

allofécondante (par opposition a autofécondante, ce type de reproduction requiert deux
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A. Automixie B. Apomixie

/@\J
a ‘ .\@

Crossing-over C. Endomitose @

Figure 7 — Figure inspirée de |[Lefevre et al.| (2016]) illustrant les trois principaux types de
parthénogenese : "automixie (A), ’apomixie (B) et ’'endomitose (C). Ici, seul le cas de Pautomixie
avec fusion des premiers produits de méiose est illustré, mais il existe d’autres types d’automixie.

parents). Dans le cas de I’autofécondation ou de la parthénogenese automictique, ’homo-
zygotie des descendants va inévitablement augmenter au fur et a mesure des générations
(Gillespie|, 2004)). De plus, le fait que ces modes de reproduction ne requierent par la fu-
sion entre gametes provenant d’individus distincts, la dispersion entre populations n’aura
pas les mémes conséquences sur les flux géniques que dans le cas de I’allofécondation.
Ainsi, les modes de reproduction vont inévitablement influencer la variance génétique

ainsi que la structure génétique des populations (Eckert et al., 2010).

4.3 Approches théoriques sur I’évolution du sexe et de la recombinaison

Nous avons précédemment abordé le fait qu'un des bénéfices de la reproduction
sexuée ayant longtemps été reconnu est le fait qu’elle génere de la diversité génétique.
Cette hypothese peut paraitre assez triviale suite a la description de la méiose, et de sa
conséquence sur le brassage génétique. Néanmoins le sexe n’augmente pas toujours la
variabilité génétique, et méme dans les cas ou il 'augmente, il n’est pas toujours béné-
fique d’augmenter la diversité (Ottol |2009)). Les résultats émanant des premiers travaux

théoriques sur 1’évolution du sexe et de la recombinaison ont montré que la recombi-
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naison tend a étre défavorisée dans un environnement constant (i.e. lorsque I'optimum
phénotypique ne varie pas dans le temps, [Kimural, [1956} [Nei, [1967}; [Dolgin et Otto, 2003,
mais voir [Vanhoenacker et al., 2018)). Ce résultat découle en fait du principe de réduction
(Feldman et al.,|1980)) : dans le cas o 'environnement est constant dans le temps et que
les individus sont soumis & une sélection stabilisante (Encadré 2), alors ’augmentation
de la diversité conduit a une réduction de la valeur sélective moyenne a 1’échelle de la po-

pulation. Ainsi, le systéme de reproduction associé a la variance génétique la plus faible

aura une meilleure valeur sélective & 1’échelle de la population et sera alors favorisé. Par
la suite, différents modeles ont exploré des situations plus dynamiques en considérant
une sélection directionnelle (Charlesworthl |1993; Barton, [1995a}; Vanhoenacker, 2018, et
Encadré 2), ou un apport continue en mutations (équilibre mutation-sélection, Feldman
et al., [1980; Charlesworth, |1990; Barton, 1995a; |Otto et Feldman| (1997). Pour com-
prendre leurs résultats, il est important de définir la notion de déséquilibre de liaison.
Le déséquilibre de liaison (D) est une mesure de 'association génétique entre les alléles
présents a différents locus. Prenons par exemple deux locus bialléliques A et B, avec deux
alleles A et a qui ségrégent au locus A et les alleles B et b au locus B. Si on suppose
que les alleles A et B sont avantageux - c’est-a-dire qu’ils augmentent la valeur sélective
- alors le déséquilibre de liaison entre les alleles présents aux deux locus peut étre écrit
comme :

D = freq(AB) x freq(ab) — freq(Ab) x freq(aB) (6)

avec freq(XX) qui mesure la fréquence de 'haplotype X X. Dans cet exemple, on dit
que le déséquilibre de liaison est positif lorsque les génotypes extrémes AB et ab sont
plus fréquents que les génotypes aB et Ab; et négatif lorsque les génotypes aB et Ab
sont plus fréquents que les génotypes AB et ab. Ainsi, le signe et la valeur de D nous
renseigne sur 'abondance relative des haplotypes extrémes par rapport aux haplotypes
intermédiaires.

Les résultats émanant de ces premiers modeles montrent que le bénéfice du sexe et

de la recombinaison dépend toujours d’un équilibre entre ’effet 4 court terme et a long
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terme de casser les déséquilibres de liaisons (Otto et Lenormand, [2002). L’effet a court
terme représente la conséquence directe de la destruction des associations génétiques sur
la valeur sélective moyenne des descendants. Par exemple, dans le cas ou les associations
génétiques conféraient un avantage aux individus, leur destruction peut représenter un
cout : on parle de fardeau de recombinaison ou de ségrégation (Hadany et Comeron,
2008, Figure . L’effet a long terme représente la conséquence de la destruction des
associations génétiques sur la variance de la valeur sélective des descendants : en par-
ticulier, une plus grande variance permet a la sélection d’étre plus efficace dans le cas
ou l'environnement change (Figure . Les résultats des modeles considérant une sélec-
tion directionnelle ou un équilibre sélection-mutation montrent que pour qu’il y ait un
avantage a la reproduction sexuée, il est nécessaire qu’il y ait un déséquilibre de liai-
son négatif. Ce déséquilibre de liaison négatif peut étre le fruit d’une épistasie négative
(Figure [8 Barton, 1995a) ou de la dérive génétique (effet de Hill et Robertson, Hill
et Robertson, 1966; Felsenstein, 1974; |Otto et Barton, 1997; |[Barton, |1995b)). En effet,
lorsque le déséquilibre de liaison est négatif, le sexe et la recombinaison permettent effec-
tivement d’augmenter la variance parmi les descendants, permettant alors une meilleure
adaptation (bénéfice a long terme, Figure . Néanmoins, si ’épistasie devient trop né-
gative, le colit a court terme sera tres important par rapport au bénéfice a long terme,
diminuant ainsi le bénéfice du sexe et de la recombinaison (voir Barton, [1995a/ et |Otto
et Michalakis|, (1998 pour plus de détails).

Par la suite, d’autres modeles ont été développés en considérant des individus di-
ploides dans lesquels l'association génétique entre alleles au méme locus devient im-
portante (nous y reviendrons dans le chapitre 7] du manuscrit) ; ou des interactions

interspécifiques (Otto et Nuismer, 2004).
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4.4 La parthénogenese géographique
Définition

Bien que de nombreux modeles aient été développés pour étudier 'effet d’un chan-
gement temporel de I’environnement sur I’évolution du sexe, étonnamment peu d’études
se sont intéressées a l'effet de la variation de I’environnement dans l’espace. Les mo-
deles faisant exception ont pu montrer que la dispersion entre populations localement
adaptées peut générer des associations génétiques pouvant favoriser le sexe et la re-
combinaison (Pylkov et al., [1998; |Lenormand et Otto, |2000)). Néanmoins du fait que
ces études ne prennent en compte que deux populations, elles ne permettent pas de
comprendre l'origine de la parthénogenese géographique, phénomene selon lequel la re-
production asexuée devient prédominante en limite d’aire de distribution, contrairement
au centre ou la reproduction sexuée est majoritaire (Vandel, 1928; Tilquin et Kokko,
2016)). Depuis I'observation effectuée par Vandel sur des especes de charancons (Vandel,
1928)), de nombreuses autres observations ont été effectuées chez des especes provenant
d’un large éventail de taxons (Animaux : |Glesener et Tilman, 1978; Bell, 1982} Law et
Crespi, 2002/; Plantes : Bierzychudekl, [1985|; Algues brunes : [Tatarenkov et al., 2005}
Hoshino et al., [2021)). Plusieurs hypotheses (non exclusives) ont été émises quant au bé-
néfice de la reproduction asexuée en limite d’aire de distribution (Haag et Ebert, 2004;

Horandl, 2009).

Hypotheses

La premiere hypothése releve du fait que la reproduction asexuée facilite la colonisa-
tion de nouveaux habitats (on parle de la loi de Baker dans le cas de autofécondation,
Baker, (1955 [Stebbins, [1957; ou d’assurance a la reproduction). En effet, si 'on imagine
qu’un individu situé sur un front d’expansion se retrouve dans un habitat dépourvu d’in-
dividu de la méme espece, alors 'individu en question pourra tout de méme laisser des
descendants et établir une nouvelle population par reproduction asexuée, ce qui n’aurait

pas été possible par reproduction sexuée (puisqu’il est nécessaire qu’il trouve un individu
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d’un sexe différent : on retrouve la l'effet Allee).

Une autre hypothese releve du fait que les asexués sont souvent issus de ’hybridation
entre especes n’ayant pas développés de mécanismes stricts d’isolement reproducteur, or
I’hybridation est souvent accompagné d’une augmentation de la ploidie chez les descen-
dants (Lundmark et Saural [2006)). Outre la polyploidie, les hybrides peuvent étre plus
vigoureux grace au phénomene de vigueur hybride ou d’hétérosis, généralement considéré
comme découlant du fait que ’hybridation génere des descendants qui ne seront pas ho-
mozygotes pour les mémes mutations déléteres, or les mutations déléteres étant souvent
récessifs, les descendants seront ainsi associés a une valeur sélective plus élevée (Char-
lesworth et Willis, 2009)). Cette vigueur permet aux descendants d’avoir une meilleure
capacité a persister dans des environnements plus perturbés que sont les habitats en
limite d’aire de distribution (Kearney, 2005; Lundmark et Sauray, [2006). Bien que cette
hypothese puisse étre valide dans le cas des animaux ou il existe une forte corrélation
entre hybridation, polyploidie et asexualité, cela ne semble pas étre le cas chez les an-
giospermes (Lundmark et Saura, 2006} [Horandl, 2009). Une hypothese assez proche de
celle-ci provient du modele dit de “frozen niche variation”, qui suggere que les différentes
niches écologiques sont mieux occupées par des clones spécialisés dans des niches éco-
logiques précises plutot que par des sexués plus généralistes (Vrijenhoek, [1994)). L’idée
est que les especes sexuées occupant des niches distinctes peuvent s’hybrider et géné-
rer des descendants qui seront spécialisés dans des habitats plus précis que les parents
(niches écologiques plus étroites). Dans le cas ot chaque hybride est asexué, alors leur
niche écologique se congele (“freeze”) et les clones utiliseraient ’espace de ressources de
maniere plus efficace. Le fait que plusieurs clones utilisent 1’étendue des ressources de
maniere plus efficace qu’une population sexuée a été validée par des études empiriques
(voir références dans Horandl, 2009). De plus, le modele de Song et al. (2011)) montre
que cette hypothese permet effectivement d’obtenir la parthénogenese géographique.

Les deux autres explications relevent de phénomenes que nous avons déja évoqués
précédemment. La premiere explication est basée sur le fait que la densité des populations

diminue en direction des limites d’aire de distribution. Dans ce cadre, nous avons déja
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mentionné les modeles de Kirkpatrick et Barton| (1997); Barton| (2001a)) et |Polechova et
Barton! (2015)), qui étudient I’hypothese selon laquelle les limites d’aires de distribution
émergent du au flux de genes maladaptés provenant du centre d’aire de distribution.
En fait, leffet de cette asymétrie de flux de geénes pourrait également s’appliquer a
I’émergence de la parthénogenese géographique : dans le cas ol les populations sont
localement adaptées a leur environnement, si un mutant asexué adapté aux conditions
extrémes émerge en limite d’aire de distribution, il peut rapidement étre favorisé puisque
les combinaisons alléliques favorables aux limites d’aires ne seront pas cassées par la
recombinaison et la ségrégation. Dans le cas ou il n’y a pas de reproduction sexuée, alors
les combinaisons alléliques favorables ne seront pas diluées par les combinaisons alléliques
adaptées au centre de 'aire de distribution. Cette hypothése a notamment été étudiée
par [Peck et al.| (1998)) par un modele de simulation. Les auteurs obtiennent le motif de
parthénogenese géographique des lors que la fécondité des asexués est associée & un cout
(autrement dit, pour la méme valeur de trait phénotypique, la probabilité qu'un asexué
laisse des descendants est plus basse qu'un sexué), permettant au sexe d’étre maintenu
en centre d’aire. Néanmoins, de par la construction de leur modele, il est difficile de faire
le lien entre leur résultat et les modeles sur I’évolution du sexe et ainsi de comprendre
pourquoi les asexués sont effectivement avantagés en limite d’aire de distribution.

La derniere hypothese résulte du fait que les populations marginales sont souvent
associées a une densité amoindrie, ou persistent grace a des phénomenes d’extinction-
recolonisation générant de fréquents goulots d’étranglement (Haag et Ebert, [2004). Toutes
ces caractéristiques des populations marginales impliquent une diversité génétique amoin-
drie par la dérive génétique (Encadré 2). Dans ces conditions, une reproduction sexuée
de type allofécondante va étre a ’origine d’une augmentation de ’homozygotie, générant
de la dépression de consanguinité, défini comme le phénomene selon lequel la reproduc-
tion entre apparentés génere une diminution de la valeur sélective des descendants par
rapport aux cas ou il seraient issus d’une reproduction entre individus non-apparentés
(Charlesworth et Charlesworth, 1987; |Charlesworth et Willis, 2009)). En revanche, les

asexués ne souffriraient pas de cette diminution de valeur sélective puisqu’ils n’ont pas
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Figure 9 — Photographie prise par Yann Fontana (Service Mer et Observation, Station Biologique
de Roscoff) d’une population de L. digitata & marée basse, Roscoff.

a se reproduisent avec des individus apparentés. Cette hypothese fait néanmoins 1’hy-

pothese que les mutations déléteres ne sont pas purgées, que ce soit par la reproduction

entre apparentés ou par dérive génétique (Glémin| [2003). Bien que cette hypothese soit

plausible, sa validité n’a jamais été explorée par des modeles théoriques.

5 Modele d’étude : Laminaria digitata (Hudson) J.V. Lamou-
roux 1813

5.1 Les laminaire : Définition, importance écologique et économique

Le terme laminaires (“kelps” en anglais) fait référence, au sens strict, aux algues de
I'ordre des Laminariales, classe des Phaeophyceae; et au sens large aux grandes algues
brunes présentes dans les eaux froides formant des canopées sous marine (Robuchon
Figure . Que ce soit au sens strict ou au sens large, la canopée formée par

les laminaires diminue l'irradiance pour les algues adaptées a une luminosité plus faible

(Wernberg et al 2005} [Pedersen et al.,2014) ; elle constitue un substrat pour les orga-
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nismes épiphytiques (Bartsch et al.,[2008)) et un refuge pour certains animaux face a leurs

prédateurs (Bodkin, 1988). Ainsi, les foréts de laminaires sont considérées comme faisant

partie des écosysteémes les plus productifs (Filbee-Dexter, 2020), et - depuis quelques an-

nées - font particulierement 1’objet d’attentions dans le cadre des politiques de “carbone

bleu”, qui s’intéressent a la gestion du carbone dans les écosystemes cotiers par l'inter-

médiaire d’organismes marins qui pourraient le capturer et le stocker (Herr et al., 2016;

[Filbee-Dexter et Wernberg, 2020)).

Les laminaires possedent une valeur commerciale importante par leur grande concen-

tration en pigments, lipides, protéines et polysaccharides (Stengel et al., 2011). En par-

ticulier, les alginates — forme de polysaccharides - sont produits a partir des laminaires

et des algues de 'ordre des Fucales pour les industries cosmétiques, pharmaceutiques et

agroalimentaires en tant que stabilisant et gélifiant (Peteiro, 2018; Blamey et Bolton,

2018)). Dans la plupart des cas, les laminaires utilisées dans ces industries sont récoltées

en mer (Bixler et Porse, 2011} Peteirol [2018; Garineaud, 2021)), bien que l’algoculture se

développe mondialement en s’inspirant des méthodes utilisées dans les pays asiatiques

(tel que pour Saccharina japonica et Undaria pinnatifida, Buschmann et al., 2017). Outre

les pressions anthropiques que peuvent représenter ces récoltes, les foréts marines font
également face aux effets du changement climatique. Le changement le plus documenté

est l'effet de la hausse graduelle de la température, ou l'effet des vagues de chaleurs

sur la distribution des especes de laminaires (Harley et al., 2006, 2012} [Filbee-Dexter et
2020). En effet, la température affecte la croissance, la reproduction et la survie des

laminaires et est ainsi considérée comme un des facteurs abiotiques les plus importants

régissant leur aire de distribution (Liining, [1990; Bartsch et al., |2008; [Stuart-Smith et
2017)). De récentes publications ont d’ailleurs mis en évidence des changements d’aire

de distribution chez de nombreuses especes de laminaires (Aradjo et al. |2016; Smale,

2020} [de Bettignies et all, 2021}, Figure [11)).
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Figure 11 — Figure empruntée de (2020) illustrant les zones qui ont été sujettes a une
augmentation de la température entre les années 1982 et 2018, en parallele des relevés démogra-

phiques étudiant la densité des especes de laminaires. Cette figure doit étre mise en parallele avec
la Figure [10]| afin de faire le lien entre les relevés démographiques et la contraction ou I’expansion
des aires de distribution.
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5.2 L’aire de répartition de L. digitata

L’aire de distribution de L. digitata s’étend de Spitzberg, Norvege (79°N) jusqu’a
Quiberon, France (47°N) sur la cote Est de I’Atlantique et jusqu’a Long Island Sound,
Etats-Unis (41°N) sur la cote Ouest de I’Atlantique (Kainl [1979; Liining, 1990; Bartsch
et al.; 2016). Sur la cote Est, son aire de distribution se chevauche en grande partie avec
celle de L. hyperborea, espece sceur, néanmoins leur habitat differe : L. digitata occupant
la zone intertidale inférieure tandis que L. hyperborea occupe les parties subtidales (Fi-
gure Robuchon et al., [201456)). Dans le Nord de sa distribution (Océan Arctique), L.
digitata est trouvée en sympatrie avec l'espece Hedophyllum nigripes, dont la distinction
se fait principalement a 'aide de marqueurs moléculaires due a leur grande similarité

morphologique (Fredriksen et al., 2019).

5.3 Cycle de vie et longévité

Le cycle de vie de L. digitata a été décrit par Sauvageau (1916) (comme L. flexi-
cauli Le Joly) et Kylin (1916)). Il consiste en une alternance entre une phase haploide
microscopique dioique (gamétophyte femelle et méle, Figure et une phase diploide
macroscopique (sporophyte, Figure Kain|, [1979). La longévité des gamétophytes est
mal connue sur le terrain, mais peut atteindre plusieurs dizaines d’années en laboratoire
selon les conditions de température et d’intensité lumineuse (Liining, [1990) - ce qui a
conduit certains auteurs a comparer leurs effets aux banques de graines (Chapmanl, [1987}
Hoffmann et Santelices, [1991)) - ; tandis que la longévité des sporophytes est de 1'ordre de
3 & 6 ans (Bartsch et al., 2008). Les gamétophytes microscopiques filamenteux ne sont
pas observables sur le terrain, mais diverses études ont mis en évidence leur présence a
l’aide d’outils génétiques (e.g. barcoding) sur les roches et coquilles (Robuchon et al.|
2014a) mais aussi en épiphytes ou endophytes sur des algues rouges (Garbary et al.,
1999; [Hubbard et al., 2004; Bringloe et al., 2018]).

Le sporophyte de L. digitata est constitué d’un crampon fixé au substrat rocheux,

d’un stipe flexible de forme cylindrique et d’une lame (ou thalle) plus ou moins découpée
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Figure 12 — Figure empruntée de IRobuchon et al.l (]2014b]) illustrant la zonation de I’habitat de
L. digitata, en haut de Pestran (entre -1 et +1m) et celui de L. hyperborea, présente en bas de
Pestran (entre -1 et -30m).
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Figure 13 — Figure illustrant le cycle de vie de Laminaria digitata qui consiste en P'alternance
d’une phase diploide macroscopique (sporophyte, cf. Figure et d’une phase dioique haploide
microscopique (gamétophyte).
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(Figure . Lorsque les sporophytes sont fertiles, la partie distale de la fronde se couvre
de sores (généralement de couleur plus foncée, Figure, a partir desquelles sont libérées
des méiospores (ou spores) haploides (Sauvageaul, 1916} Kylin) [1916). Les meiospores sont
en forme de poire et portent deux flagelles (ou hétérochontes), la taille des spores varie
de 8 & 9um de long et 4 a 5um de large (Kainl [1979). Malgré la présence des flagelles
ainsi qu’une réserve lipidique qui sert d’énergie pour la nage (Kain, 1964; Reed et al.|
1999), il est généralement considéré que la dispersion des méiospores est passive, ¢’est-
a-dire qu’elle dépend principalement des courants marins (Gaylord et al., |2002, 2006
Schiel et Foster, 2006). La motilité des méiospores dure 24 a 72H (Kain, 1964} Billot
et al.l |2003), apres quoi elles perdent leurs flagelles et s’arrondissent en une sphere de
5um de diametre (Sauvageau, 1918). La germination de la spore consiste d’abord en la
formation d’un tube de germination, par lequel la cellule initiale fait passer la plupart
de son cytoplasme pour former la premiere cellule du gamétophyte qui se multiplie
ensuite par mitose (Kain, 1979). Les gamétophytes femelles produisent des oosphéres
a partir des oogones (une oosphére par oogone) et les gamétophytes males produisent
des spermatozoides a partir des anthéridies (un spermatozoide par anthéridie) (Liining,
1981). Les gametes femelles restent fixés sur les oogones et sécrétent dans le milieu des
phéromones qui déclenchent la libération des spermatozoides (Maier et Muller} 1986)).
Suite a ce systeme de fécondation chimiotactique, le zygote diploide se développe pour

devenir un sporophyte.

La parthénogenése chez L. digitata

Lorsqu’un gamétophyte femelle fertile est isolé avant la maturation des gametes
males, les oosphéres non fécondées peuvent se développer en parthénosporophyte (i.e.
un sporophyte formé par parthénogenese, [Kain, [1979). La morphologie des parthénospo-
rophytes est multiple : certains sont similaire a ceux obtenus par fécondation, d’autres
sont dépourvus de systeme de fixation ou d’autres semblent avoir perdu en partie ou
la totalité de leur polarité (Kain| [1979; Folefack, 1996). [Folefack (1996)) s’est également

intéressé a la ploidie des cellules de parthénosporophytes a l'aide d’un cytometre de
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Figure 14 — Schéma d’un sporophyte de L. digitata illustrant le crampon, le stipe, le méristeme
et les lames. Les sores, tissus a partir desquelles sont libérés les méiospores, se forment sur la
partie distale des lames et sont de couleur plus foncée.

flux et observe des cellules diploides, suggérant la duplication des chromosomes dans
l'oosphere au préalable des divisions. D’autre part, |Oppliger et al.| (2014]) ont pu ob-
server la production de spores diploides a partir de la moitié des 33 sporophytes de L.
digitata échantillonnés a la limite sud de laire de distribution (Quiberon), alors que la
majorité des sporophytes (67 sauf un) ne produisaient que des spores haploides dans les
deux autres populations étudiées, situées au Nord de la Bretagne. A laide d’analyses
génétiques, les auteurs font I’hypothese que les spores ont été produites par automixie
et leur culture en laboratoire ont permis de démontrer que ces spores étaient capables
de former des gamétophytes diploides morphologiquement similaires aux gamétophytes
haploides. Sous ’hypothese que ces gamétophytes puissent donner des sporophytes sans
fécondation (formant ainsi des sporophytes par reproduction uniparentale), les auteurs

suggerent la mise en place de la parthénogenese géographique chez cette espece.
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5.4 Niche écologique et température (sporophytes et gamétophytes)

Comme nous 'avons dit précédemment, la température est considérée comme le
facteur abiotique majeur déterminant la distribution géographique de L. digitata. Néan-
moins les gamétophytes et les sporophytes des algues sont souvent associés a différentes
niches thermiques (Wiencke et al., [1994). En laboratoire, les gamétophytes de L. digitata
survivent a des températures allant de -1.5 & 23°C pendant deux semaines (Bolton et
Liining}, |1982; Wiencke et all [1994), tandis que la température limite supérieure pour
la survie des sporophytes a été déterminée a 21°C (Bolton et Liining, 1982). Bien que
la température limite inférieure n’ait pas été déterminée en laboratoire, la présence de
L. digitata dans les eaux Arctique suggerent que les sporophytes puissent survivre a
des températures allant en dega de 0°C. La croissance des gamétophytes est considérée
comme optimale entre 10 et 18°C (Liining, [1980), tandis que l'intervalle de température
est de 10 & 15°C pour les sporophytes (Perez, [1971; Bolton et Liining}, |1982). Pour la
fertilité, les températures optimales different légerement : la reproduction des gaméto-
phytes est possible entre 5 et 15°C (Liining, |1980) et est fortement inhibée a 0°C (Sjstun
et Schoschina;, 2002) et 18°C (Martins et all [2017) ; la reproduction des sporophytes a
été considérée comme optimale a 10°C, ralentie en dessous de cette température (entre
1 et 5°C) et inhibée en deca (particulierement au dessus de 18°C, |Bartsch et al., 2013]).
Dans la nature, la période de fertilité des sporophytes le long des cotes bretonnes et en
Manche se situe entre Juin et Décembre (Perez, |1971), bien que certains sporophytes de
L. digitata puissent présenter des sores durant toute ’année (Cosson, [1976). La présence
de L. digitata est donc identifiée dans les eaux allant de 0°C a 18-19°C, puisque qu’en
dehors de cet intervalle la croissance et la reproduction sont défavorisées.

De récentes données sur les suivis de biomasse montrent une expansion de son habitat
en Arctique (Bartsch et al. |2016|) et une réduction des populations du détroit du Pas de
Calais (Raybaud et al.l [2013)), confirmant les observations de la réduction de la biomasse
effectuée par Cosson (1999)) en Normandie. Or le modele de niche de |Assis et al.| (2017)

prédit 'extinction des populations de L. digitata présentes en Bretagne, dans la Manche
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et jusqu’a I’embouchure de la Mer du Nord d’ici 2100. Néanmoins, les prédictions issues
de modeles de niche supposent que tous les individus et toutes les populations sont
adaptés aux mémes conditions environnementales, bien que I'adaptation locale et/ou
la plasticité phénotypique pourraient rendre les populations plus résilientes face a une
hausse de température (Atkins et Travis, 2010; Valladares et al., [2014; |Bennett et al.,
2019)).

5.5 Etude relevant de la génétique des populations chez L. digitata

Au début de ma these, seules les études a ’échelle de la Bretagne étaient disponibles,
a lexception de celle effectuée par Brennan et al. (2014) en Irlande. Toutes ces études
ont été effectuées a I’aide de marqueurs microsatellites, dont sept développés par [Billot
et al| (1998)), trois par Brennan et al| (2014) et dix par Coelho et al. (2014) sur L.
ochroleuca, espece soeur. En effet, parmi les 15 marqueurs originellement développés par
Coelho et al.| (2014), dix permettent ’amplification de séquences microsatellites chez L.
digitata malgré la possible présence d’alleles nuls. Afin de comprendre 'apport de mes
résultats de these sur la structure et la diversité génétique chez L. digitata, nous allons
brievement synthétiser les principaux résultats découlant des études précédant ma these.
L’échantillonnage hiérarchique de Billot et al. (2003) a permis de mettre en évidence
qu’une différenciation génétique significative était observée a partir de 10km. De plus,
les auteurs identifient des populations particulierement isolées, associées a des valeurs de
Fspr d’environ 0.5, contrairement aux autres populations associées a des valeurs de Fgp
d’environ 0.05. Les auteurs suggerent alors I'importance de la discontinuité du substrat
rocheux qui pourrait représenter une barriere a la dispersion ; de méme que les courants
marins qui pourraient favoriser la connectivité entre certaines populations comme en
isoler d’autres (Billot et al. |2003]). Cette conclusion a également été retrouvée par les
travaux de [Valero et al| (2011). Par la suite, un échantillonnage encore plus fin a été
effectué par |Robuchon et al. (2014b) le long des cotes bretonnes. Cette étude a mis en
évidence que dans un site isolé (Baie de Saint Malo), la différenciation génétique était

significative a une échelle d’un km.
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Outre la différenciation génétique, les trois études ont pu montrer que la diversité gé-
nétique (obtenue par un nombre variable de marqueurs microsatellites) était plus faible
dans les populations situées en limite Sud de aire de distribution (correspondant au
Sud de la Bretagne), ainsi que dans les populations précédemment identifiées comme
isolées (Billot et al., 2003} |Valero et al. |2011; |Robuchon et al., 2014b). Le fait que les
populations du Sud de la Bretagne soient associées a une diversité génétique particu-
lierement basse a I’échelle de la Bretagne a été retrouvé par (Couceiro et al.| (2013). De
plus, a I'aide d'une méthode d’assignation, 1’étude de |Couceiro et al.| (2013)) a permis de
montrer que les populations situées au Sud de la Bretagne représentaient des populations
puits, contrairement aux populations situées a I’Ouest de la Bretagne (situées dans le
Parc Marin d’Iroise) représentaient des populations source. A I’exception de la publi-
cation d'Oppliger et al| (2014) sur I'observation des spores diploides a Quiberon, tous
les résultats découlant des études sur la diversité génétique suggerent une reproduction
allogame chez cette espece.

Valero et al.| (2011) se sont également intéressé a la différenciation génétique tem-
porelle chez différentes populations bretonnes et trouve que la différenciation génétique
était significativement différente dans le temps seulement pour la population de Saint-
Malo, précédemment identifiée comme isolée par les courants marins. Finalement, I’étude
de Brennan et al.| (2014]) combine I’étude de la structure de population effectuée sur 16
populations situées dans le chenal reliant le lac Strangford Narrows avec la mer d’Irlande
(Irlande du Nord), avec un modele hydrodynamique. Bien que les résultats obtenus a par-
tir de leurs deux approches ne soient pas parfaitement en accord, les auteurs soulignent
néanmoins l'influence des courants cotiers dans la connectivité, et donc, la structure

génétique des populations.

6 Objectifs de these

Ma these se dessine en trois grandes parties.

1. Afin d’identifier les facteurs historiques et adaptatifs responsable de la distribution
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géographique de Laminaria digitata :

(a) Nous avons voulu reconstituer 'histoire phylogéographique de cette espece, et
étudier en particulier si les populations de L. digitata de la cote Ouest de I’At-
lantique provient d’une colonisation post-glaciation a partir des populations

situées a I’Est de 1’Atlantique (Europe).

(b) Nous avons voulu détecter des signaux d’adaptation locale face & la tempé-
rature a partir de populations échantillonnées a travers 'aire de distribution

Furopéenne.

2. L’importance des processus neutres dans la structure spatiale et temporelle des
populations naturelles a été analysée a 1’échelle de la Bretagne afin de comparer
des populations en limite d’aire (écologique et/ou géographique) aux populations
centrales (“core populations”). Dans ce cadre nous nous sommes particuliérement
intéressés a :

(a) Quantifier 'importance de la discontinuité de I’habitat rocheux ainsi que des
courants marins par rapport a la distance géographique sur la différenciation
génétique

(b) Quantifier l'effet de l'isolement et de la marginalité dans la différenciation

génétique temporelle

(c) Comparer les systemes de reproductions et les processus démographiques pré-
sents dans une population en limite d’aire (Quiberon) par rapport a une po-

pulation située en centre d’aire de distribution (Roscoff)

3. Dans le but d’approfondir I'influence du changement de systeme de reproduction
dans ’adaptation parmi les populations marginales, nous nous sommes intéressés
a la validité de deux hypotheses émises pour expliquer la parthénogenese géo-
graphique a ’aide d’une approche analytique et de simulations. Ces hypotheses

sont :

(a) L’hypothese liée a l'adaptation locale (maintien de génotypes adaptés aux

conditions extrémes par reproduction asexuée), que nous avons exploré a I’aide
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du modele développé par Polechova et Barton| (2015) pour prendre en compte

les dynamiques éco-évolutives en limite d’aire

(b) L’hypothese de Haag et Ebert| (2004)) sur I'effet de la dépression de consangui-
nité, que nous avons exploré a l'aide d’'un modele en iles pour étudier 'effet

de la structure spatiale de populations constituées d’individus diploides.
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L’objectif de cette partie est d’analyser les effets historiques et adaptatifs nous per-
mettant de mieux comprendre la distribution géographique de L. digitata. Dans le cha-
pitre[l} nous avons entrepris une analyse phylogéographique afin d’identifier les processus
historiques et démographiques a l’origine de la distribution géographique actuelle. Dans
le chapitre [2, nous avons étudié les réponses phénotypiques en parallele des données gé-
nétiques dans le but de détecter des signaux d’adaptation locale face a la température

de l'eau.



Chapitre 1

Etude phylogéographique

Article associé : Neiva J., Serrao E. A., Paulino C., Gouveia L., Want A., Tamigneaux
E., Ballenghien M., Mauger, S., Fouqueau L., Engel-Gautier C., Destombe C., Valero M.
(2020). Genetic structure of amphi-Atlantic Laminaria digitata (Laminariales, Phaeo-
phyceae) reveals a unique range-edge gene pool and suggests post-glacial colonization of

the NW Atlantic. European Journal of Phycology

Dans cette étude nous avons voulu décrire la structure et la diversité génétique a
travers la totalité de ’aire de distribution de L. digitata a ’aide de données génétiques
obtenus a partir de 12 marqueurs microsatellites. L’étude comprend 14 populations, dont
quatre situées en Bretagne, une en Normandie, deux au Royaume-Uni, une en Islande,
trois en Norvege et enfin trois en Atlantique Ouest. L’étude de la structure et de la diver-
sité génétique ont été effectuées dans le but de retracer ’histoire phylogéographique de L.
digitata a travers son aire de distribution. En effet, sachant que ’expansion progressive
a partir de populations sources devrait laisser des signaux sur la diversité génétique (dus
aux effets de “gene surfing”, ou de goulots d’étranglements, cf. Introduction), nous avons
voulu étudier si les populations de L. digitata situées de part et d’autre de I’Atlantique
Nord ont persisté durant la derniere période glaciaire (“Last Glacial Maximum”), comme
suggéré par les résultats provenant dAssis et al.| (2018).

Les résultats sur la structure génétique montrent que les populations peuvent étre
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divisées en trois clusters génétiques majeurs, dont un situé en Bretagne, un en Europe
du Nord et un dans ’Ouest de I’Atlantique. Les résultats de diversité génétique sug-
gerent Pexistence de deux refuges glaciaires dans I’Atlantique Est (Bretagne et Nord de
I’Europe), suggérée par une grande diversité génétique au sein des refuges et une forte dif-
férenciation génétique entre populations formant chaque refuge. La forte différenciation
génétique entre I’Atlantique Ouest et Est semble favoriser I’hypothese que les popula-
tions a I’Ouest ont survécu a la derniere période glaciaire. Néanmoins la faible diversité
génétique ainsi que le faible nombre d’alleles privés vont plutot en faveur du fait que ces
populations aient été recolonisées a partir de refuges situées a I’Est de I’ Atlantique.
Due & une mauvaise identification des individus récoltés sur le terrain (confusion
entre Hedophyllum nigripes et L. digitata), le nombre de populations échantillonnées sur
la cote Ouest a été restreint. Une augmentation du nombre de populations et/ou une
augmentation du nombre de marqueurs microsatellites pourraient permettre d’avoir une
meilleure estimation de la diversité génétique et nous permettre de mieux distinguer les

hypotheses sur 'origine des populations de L. digitata en Atlantique Ouest.
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ABSTRACT

In the North-east (NE) Atlantic, most intertidal fucoids and warm-temperate kelps show unique low-latitude gene pools
matching long-term climatic refugia. For cold-temperate kelps data are scarcer despite their unique cultural, ecological and
economic significance. Here we test whether the amphi-Atlantic range of Laminaria digitata is derived from past glacial
survival (and vicariance) in both NE and North-west (NW) Atlantic refugia (as suggested by niche modelling), or post-
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diverse NE Atlantic lineages probably survived the Last Glacial Maximum along unglaciated periglacial shorelines of the
Armorican and Celtic Seas (Brittany cluster) and Ireland (northern European cluster), and remain well differentiated
despite their relative proximity. The unique Brittany gene pool, at the contemporary European rear edge, is projected to
disappear in the near future under high greenhouse gas emission scenarios. Low allelic diversity and low endemism in the
NW Atlantic are consistent with recent post-glacial colonization from Europe, challenging the long-standing hypothesis of
in situ glacial survival. Confusion with Hedophyllum nigripes may have led to underestimation of regional diversity of L.
digitata, but also to overestimation of its presence along putative trans-Atlantic migration routes. Partial incongruence
between modelling and genetic-based biogeographic inferences highlights the benefits of comparing both approaches to
understand how shifting climatic conditions affect marine species distributions and explain large-scale patterns of spatial
genetic structure.
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Introduction separate ice cap, but ice margins extended into the
shelf break (Hubbard et al., 2006). In the North-west
(NW) Atlantic, the Laurentide ice sheet spread across
the modern Hudson Bay and the Canadian Arctic
Archipelago to connect with the Greenland ice sheet
(Carlson & Winsor, 2012). It reached as far south as
Cape Cod, although some coastal regions such as Grand
Banks off Newfoundland remained relatively ice-free
(Carlson & Winsor, 2012). As a direct result of glacial
ice and the southward position of isotherms, marine
species’ ranges reached lower latitudes and were in
general more latitudinally compressed. Amphi-
Atlantic species were also presumably disconnected,
because there are no island chains at mid-latitudes
that could have provided habitat stepping stones, a
role that Iceland and southern Greenland currently

play.

The extreme environmental shifts associated with the
Quaternary glacial cycles (2.5 Ma ago to present) are
among the most important factors shaping present-day
bio- and phylogeographic patterns across the northern
hemisphere. During glacial stages, such as the Last
Glacial Maximum (LGM, 26-19 ka BP), the expansion
of the cryosphere buried the Arctic and adjacent con-
tinents and shorelines under kilometre-thick ice sheets,
ice shelves and perennial sea ice, causing the extirpation
of coastal assemblages from much of their modern cold-
temperate distributions. In the North-east (NE)
Atlantic, the Eurasian ice sheet spread from the
Severnaya Zemlya archipelago (Russia’s Arctic) to the
British Isles across the emerged Kara, Barents and
North seas, and reached as far south as Ireland
(Brochmann et al, 2003). Iceland had a smaller,
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Until the 2000s, the prevailing ‘tabula rasa’
hypothesis posited that most NW Atlantic temperate
rocky-shore biota had been completely extirpated
during the LGM and that present-day assemblages
had (re)colonized the area from the NE Atlantic (or
the Pacific) only post-glacially, during the last 13 ka
or so (Vermeij, 1991; Ingélfsson, 1992). This view
was based on the comparatively low species pool of
the NW Atlantic, and the dominance of amphi-
Atlantic (i.e. present also in Europe) and, to a lesser
extent, amphi-boreal (i.e. Pacific immigrants) species,
mirrored by few true NW Atlantic endemics. This
apparent asymmetry was attributed to the equator-
ward compression of isotherms and apparent scarcity
of suitable rocky substrate south of the Laurentide ice
sheet. Upgraded species lists, and particularly the
advent of molecular data and niche-modelling
approaches, have allowed much stronger inferences
regarding putative locations and extension of climatic
refugia, as well as levels and timing of trans-Atlantic
divergence, and helped resolve this dichotomy of
glacial survival versus post-glacial colonization. The
current paradigm is much more nuanced and
acknowledges that, at least among invertebrates and
macroalgae, both scenarios were common (Wares &
Cunningham, 2001; Waltari & Hickerson, 2013; Li et
al., 2016; Assis et al., 2018a; Bringloe & Saunders,
2018).

Post-glacial colonization versus long-term persis-
tence (and isolation) are expected to leave distinct
genetic signatures (Wares & Cunningham, 2001;
Maggs et al, 2008; Li et al, 2015; Bringloe &
Saunders, 2018). Under the scenario of post-glacial
colonization, higher diversity (and structure) is
expected in the source population, because successive
founder events, gene surfing and priority effects
would prevent most genetic diversity from progres-
sing along expansion areas. Genetic differentiation
among NW and NE Atlantic basins would also be
expected to be low, because alleles should be shared
with (or derived from) NE Atlantic populations, at
least higher latitude ones. Conversely, in a scenario of
survival in NW Atlantic refugia, some trans-Atlantic
phylogeographic divergence and unique alleles are
expected, and levels of genetic diversity are predicted
to be greater. These predictions are, of course, con-
tingent on additional factors, including life-history
traits such as dispersal ability, habitat structure, and
also the long-term size and location of refugial areas
across the Atlantic. For instance, if glacial ranges
were very small and/or largely non-overlapping with
modern ranges, persisting genetic diversity may be
extremely low and resemble the bottleneck effects
experienced along expanding fronts. Conversely, sec-
ondary contact of distinct gene pools can lead to
unexpected diversity throughout post-glacially colo-
nized areas (Petit et al., 2003; Neiva et al., 2018).

Canopy-forming brown seaweeds have been pivo-
tal to understanding these biogeographic and genetic
consequences of past climatic shifts in the N Atlantic,
including, in a few studies, patterns of trans-Atlantic
colonization/persistence (Olsen et al., 2010; Assis et
al., 2016a, 2016b, 2018b, 20184a; Lourenco et al., 2016;
Neiva et al., 2016, 2018; Bermejo et al., 2018; Wilson
et al., 2019). Fucoids (e.g. Fucus ceranoides), warm-
temperate kelps (e.g. L. ochroleuca) and red seaweeds
(Provan & Maggs, 2012; Li et al., 2016) frequently
feature high geographic structuration and high
genetic diversity and/or endemism in low-latitude
refugial areas, often corresponding to modern species
rear edges, when compared with more northern
regions which were colonized post-glaciation.
Surprisingly, and notwithstanding their cultural, eco-
logical and economic importance, there is much less
information regarding spatial genetic structure for
cold-temperate kelps (e.g. Laminaria digitata, L.
hyperborea, Alaria esculenta, but see Luttikhuizen et
al. (2018) and Neiva et al. (2018) for Saccharina
latissima).

A recent study modelling the dynamic geographic
distributions of Atlantic kelps across the last glacial-
interglacial transition found that the amphi-Atlantic
kelp L. digitata had suitable climatic conditions dur-
ing the LGM to subsist in both the NE and NW
Atlantic, with wider ranges in the NE (Assis et al.,
2018a, their fig. S6). Nonetheless, some environmen-
tal features can be important but difficult to model.
Survival of coastal organisms in Iceland, for instance,
remains contentious, as sea ice and/or ice shelves
seem to have persisted year-round (Hubbard et al.,
2006; Ingdlfsson, 2009). Biotic interactions can also
control distributions: L. digitata is outcompeted at
>1.5 m below Lowest Astronomical Tide (LAT) by
L. hyperborea (Kain & Jones, 1975; Liining, 1979),
and in disturbed habitats (e.g. after storms) by the
annual Saccorhiza polyschides (Engelen et al., 2011).
This species may thus be less able to colonize deeper
or less pristine waters, including thermally buffered
offshore banks (Assis et al., 2016a), becoming more
vulnerable to unfavourable intertidal (e.g. air tem-
perature) climates. Seaweeds may also exhibit multi-
ple gene pools within a single refugial area (Neiva et
al., 2012), for example resulting from independent
colonizations or local barriers, that cannot be directly
distinguished using modelling approaches. Finally,
predictions may be compromised to some extent by
species misidentifications, as reported particularly in
the NW Atlantic (Longtin & Saunders, 2015).

The actual extent of LGM distributions and, more
relevant here, of long-term climatic refugia (the over-
lap of glacial-interglacial ranges) of L. digitata in the
NW and NE Atlantic remains somewhat uncertain,
raising the question of how important climatic refu-
gia have been (e.g. as opposed to intra- and trans-



Atlantic expansions) to the contemporary distribu-
tion and genetic architecture of this important sea-
weed. Assessing the population structure of this
species is also important because future climate
change is expected to produce important regional
contractions at low-latitude ranges where higher
levels of diversity and endemism are predicted to
occur (Assis et al., 2018a). This study describes the
large-scale genetic architecture of L. digitata, and
investigates whether L. digitata persisted, as suggested
by environmental niche models (ENMs), during the
LGM on both sides of the Atlantic. Using poly-
morphic microsatellite markers, we compared genetic
compositions across the Atlantic to (1) identify (and
map) major gene-pools and unique refugia, (2) assess
it NW Atlantic survival is supported by unique ende-
mic variation, and if so, (3) determine whether
genetic diversity and structure are, as predicted
from larger hindcasted glacial ranges, higher in the
NE versus NW Atlantic.

Materials and methods
Focal species

Laminaria digitata (Hudson) J].V. Lamouroux
(Laminariaceae, Phaeophyceae, Ochrophyta) is a bor-
eal perennial kelp with a cold-temperate to Arctic
distribution in the North Atlantic. It is distributed
from southern Brittany (France) and Long Island
(NY, USA) to Greenland and the Barents Sea, and
has also been reported from Svalbard and Novaya
Zemlya archipelagos well within the Arctic Circle
(Filbee-Dexter et al., 2019, and references therein).
In many regions, L. digitata forests occur along a
relatively narrow bathymetric range (-5 to 0 m
LAT), but they have been reported to occur at depths
of at least =15 m at higher latitudes (Adey & Hayek,
2011; Hop et al, 2012), where confusion with
Hedophyllum  nigripes (J.Agardh) Starko, S.C.
Lindstrom & Martone (=Saccharina nigripes (J.
Agardh) Lontin & G.W.Saunders) is a possibility. In
the NW Atlantic, L. digitata has been genetically
confirmed from —-30 to —10 m in multiple locations
(e.g. Bonne Bay in Newfoundland, Gary Saunders,
pers. comm.). This kelp has a typical heteromorphic
haploid-diploid life cycle, with large diploid sporo-
phytes (up to 2 m) alternating with microscopic male
and female haploid gametophytes. Short-range dis-
persal and local population dynamics are assumed
to be largely mediated by short-lived (<72 h before
settlement (Billot et al., 2003)) planktonic zoospores.
Using hierarchical sampling from 45 m to >100 km,
effective dispersal distance in this species is estimated
at less than 10 km (Billot et al., 2003; Robuchon et al.,
2014). However, there may be occasional long-dis-
tance migration events (e.g. via rafting of spore-
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bearing blades or epiphytic microscopic gameto-
phytes) that can play an essential role for long-dis-
tance colonization (e.g. offshore islands, or newly
available habitat encountered during range expan-
sions), but they are not sufficient to prevent differ-
entiation even at relatively small regional scales
(Robuchon et al., 2014).

Sampling, DNA extraction and genotyping

Populations of L. digitata were sampled between 2004
and 2016 from six temperate sites in the NW Atlantic
(43-47° Lat.) and 11 sites in the NE Atlantic, between
southern Brittany, France (~47° Lat.) and Finnmark
in northern Norway (~70.5° Lat.), covering both
putative refugial and post-glacially colonized areas
(Table 1, Fig. 1). Minimum marine distances between
populations ranged from 5 to over 3500 km. At each
site, blade tissue was collected from 20-48 individuals
sampled randomly or along linear transects, but
always ensuring at least 1 m distance between indivi-
duals. Tissue samples were wiped cleaned from epi-
phytes and excess water when required and stored
dehydrated in silica-gel crystals until DNA extraction.

All individuals were genotyped for six microsatellites
developed for L. digitata (Billot et al., 1998) and for six
microsatellites developed for related L. ochroleuca
(Coelho et al., 2014; see Supplementary table S1 for a
summary of primer names, sequences, and amplification
details). Four Brittany populations (BIG, SAN, LIN and
HOU, see population names and locations in Table 1 and
Fig. 1) had been previously genotyped (in Robuchon et
al., 2014). Six other populations (CAE, PEC, FIN, LAN,
ICE and DON) were genotyped at Station Biologique de
Roscoff (SBR). Genomic DNA was extracted from 8-12
mg of dried tissue using the NucleoSpin 96 Plant II kit
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany)
following the manufacturer’s instructions. The lysis step
was modified and performed at room temperature for 1-
3 h instead of 65°C for 30 min. Microsatellite amplifica-
tion and scoring was performed as detailed in Robuchon
et al. (2014). Alleles were sized using the SM594 size
standard (Mauger et al, 2012) and scored manually
using the software GeneMapper 4.0 (Applied
Biosystems, Foster City, USA).

The four remaining populations (IDM, BOD, ORK
and RAN) were genotyped at Centro de Ciéncias do
Mar (CCMAR). PCR reactions were performed in a
total volume of 15 ul containing 125 puM of each
dNTP (Bioline, UK), 0.2-0.5 uM forward fluores-
cent-labelled primer FAM, NED, HEX, ROX and
0.5 uM reverse primer (MWG, France), 1.5-2.0 mM
MgClz, I1x GoTaq® Flexibuffer, 0.5-1 U GoTaq’
FlexiDNA polymerase (Promega Corp., Madison,
USA), and 1 ul of 1:10 or 1:100 diluted DNA tem-
plate. Cycling conditions included an initial dena-
turation step at 94°C for 5 min, followed by 30
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Table 1. Geographic origin and genetic diversity of populations of Laminaria digitata sampled in this study.

Region
Population (Country) Code  Lat. Long. n An Agol A1 Hg Ho Fis Py (PpY) Collectors (Year)
NW Atlantic 69 3.08 3.500 0.16 2 (0)

Cape Elizabeth, ME (USA) CAE 435623 -70.1932 22 1.83
Halifax, NS (CAN) PEC 44.4915 -63.9135 24 2.08

1.73 £ 0.09 0.061 0.064 -0.055 0
234 +£0.11 0160 0.163 -0.019 0

Gary Saunders (2005)
Gary Saunders (2005)

Ille Madeleine, QC (CAN) IDM 47.2564 -62.0070 23 242 214 +0.15 0.212 0.205 0.034 2 Eric Tamigneaux (2016)
N Europe 129 8.83 8.473 + 0.262 0.645 37 (20)

Finnmark (NOR) FIN 70.5429 25.6739 24 292 2.89+0.09 0.441 0362 0.183* 1 Morten Skage (2005)
Bodo (NOR) BOD 67.2757 14.5703 24 4.17 4.07 £0.12 0462 0.389 0.162* 6 Michael Roleda (2015)
Bergen (NOR) LAN 60.3800 5.2682 24 425 413 +0.12 0574 0472 0.183* 4 Morten Skage (2004)
Stadour (ICE) ICE 65.0863 -22.3376 19 3.25 3.34+0.07 0454 0.412 0.096* 0 Karl Gunnarsson (2005)
Kirkwall Bay, Orkney (GBR) ORK 589935 -2.9563 17 4.17 0.511 0.452 0.120% 5 Andrew Want (2016)
Donegal (IRE) DON 54.6000 -8.2711 21 542 517 £0.13 0.600 0.599 0.001 7 Christine Maggs (2005)
Brittany 176 8.17 6.854 + 0.32 0.520 30 (9)

La Bigne (FRA) BIG 49.6673 -1.8999 46 4.09 3.04+025 0390 0411 -0.054 6 J. Guillaudeau & Lou Frotté (2011)
Rannick (FRA) RAN 48.7288 -39716 24 492 4.72+0.14 0.512 0.508 0.007 3 Ténia Pereira (2011)
Santec (FRA) SAN 48.7130 -4.0349 26 6.27 5.01 +£0.21 0.551 0.502 0.091* 4 Yann Fontana (2011)
Les Liniou (FRA) LIN 484865 -4.7804 47 6.00 4.63 £0.21 0.564 0.545 0.034 4 Yannis Turpin (2011)
Houat (FRA) HOU 47.3887 -2.9666 33 3.82 3.31+0.17 0.522 0.487 0.069 2 Yann Fontana (2011)

Latitude (Lat.) and Longitude (Long.) in decimal degrees. n: individuals genotyped; A,,: mean allelic richness; A,: standardized number of alleles;
Hg: Nei’s gene diversity; Ho: observed heterozygosity; Fis: multi-locus inbreeding coefficient (*if significant, 1000 permutations); P: number of

private alleles; Po*: number of private alleles with n>5.

cycles at 94°C for 30 s, a primer-specific annealing
temperature (Ta) for 30 s, and 72°C for 45 s, and a
final extension at 72°C for 10 min. Amplified frag-
ments were separated using an ABI PRISM capillary
sequencer 3130XL Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, CCMAR, Portugal). Alleles were manu-
ally scored in STRand 2.4.110 (Toonen & Hughes,
2001) using the 500 LIZ™ size standard (Applied
Biosystems, California, USA).

The two datasets were not directly comparable. Data
were merged by transforming the called alleles (not raw
allele sizes) in the CCMAR dataset into corresponding
called alleles in the Roscoff dataset. The correspondence
between called alleles was performed by genotyping in
both laboratories a panel of 32 individuals from 11
locations covering our sampling area. Called alleles
were then regressed and linear relationships were used
to extrapolate the sizes of alleles sampled in only one of
the datasets (Supplementary table S2). This calibration
allowed correcting for systematic differences in allele
size scoring attributable to different sequencers, labelled
primers, size standards and scoring software and cri-
teria (Supplementary fig. S1).

Genetic analyses

Summary statistics of genetic diversity within popu-
lations, including allele frequencies, mean (A,,) and
standardized (Aqq) allelic richness, Nei’s gene diver-
sity or expected heterozygosity (Hg), observed hetero-
zygosity (Hp), multi-locus inbreeding coefficients
(Fis) and number of private alleles were calculated
with  GENETIX 4.05 (Laboratoire Génome,
Populations, Interactions, Université de Montpellier
II; http://kimura.univ-montp2.fr/genetix) and the R
package standArich v1.0 (available at http://alberto-
lab.blogspot.pt/p/code.html). The same statistics were
also computed for three selected regions,

corresponding broadly to the NW Atlantic (npop=3,
three other sampled populations were found to be
Hedophyllum nigripes, see below), northern Europe
(npop=6) and Brittany (npop=5).

Pairwise differentiation (Jost's D, Weir and
Cockerham 0) of populations was calculated with the
R package diveRsity 1.9 (Keenan et al, 2013). Genetic
structure was analysed at multiple spatial scales using
STRUCTURE 2.3 (Pritchard Lab, Stanford University;
http://pritchardlab.stanford.edu/structure.html) with-
out any prior population assignments. A range of
assumed populations (K, set sequentially from 1 to 13)
was run 10 times using a burn-in of 5 x 10’ iterations
and a run length of 1 x 10° iterations. Structure
Harvester web v0.6.94 (http://taylor0.biology.ucla.edu/
structureHarvester/) was used to summarize assign-
ment results across independent runs. Structure ana-
lyses were complemented with a discriminant analysis
of principal components (DAPC) implemented in the R
package adegenet 2.1 (Jombart et al., 2008). The ‘best’
number of higher-level genetic clusters was assessed
after checking the AK criterion (Evanno et al., 2005),
the Bayesian information criterion (BIC), exploratory
principal component analysis (PCA, adegenet) and fac-
torial correspondence analysis (FCA, in GENETIX v.
4.05.2). Isolation-by-distance was assessed plotting geo-
graphic (minimum coastal routes in metres, as mea-
sured in Google Earth Pro v. 7.3.2.5776) and genetic
(Fst) distances and significance was assessed using
Mantel tests using the R package vegan. Signatures of
recent genetic bottlenecks in the NW Atlantic were
assessed under a two-phase mutation model using the
software BOTTLENECK v1.2.02 (Piry et al., 1999).

Results

Three populations of Laminaria digitata from the
NW Atlantic could not be amplified for most loci,
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Fig. 1. Sampling of Laminaria digitata and genetic structure inferred from multi-locus microsatellite genotypes. (a)
Sampling locations coloured according to genetic structure (see below). Black dots (NW Atlantic) indicate misidentified
collections of Hedophyllum nigripes. Modern shorelines (black solid lines) are superimposed over emerged unglaciated (grey
areas) and glaciated (ice sheets, white patterns) landmasses at the time of the LGM. The dotted line is an approximation of
perennial sea-ice during the LGM. (b) Hierarchical structure plots assuming K=3 (top), K=5 (middle) and K=9 (bottom)
genotypic clusters. Selected regional diversity indices are shown at the bottom. Different colours represent percentage
ancestry of each genotyped individual (vertical bars). (c) Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC) scatter
plot (K=3) based on the same individual multi-locus genotypes, coloured according to the regions defined in (b). Note the

congruence between analyses.

and a barcode marker (cox1) revealed that they were
a distinct species (Hedophyllum nigripes; data not
shown). The remaining 14 populations produced a
total of 374 multi-locus genotypes with less than 25%
missing data (>8 loci), that were used in the analyses.
Microsatellite polymorphism within the 12 loci set
varied from 2 (Lo454-27) to 24 (Ld371) alleles per
locus, with a mean of 11.75 alleles per locus. Allelic
richness was inflated by the high number of low-
frequency alleles, dropping to 8.17 when excluding
alleles with a global frequency <0.0067 (less than 5
alleles in total). Gene diversity (Hg) within popula-
tions ranged from 0.061 (Cape Elizabeth, Maine,
USA) to 0.600 (Donegal, Ireland), with high-latitude
European populations consistently showing signifi-
cant heterozygote deficiency (Table 1).

At the biogeographic scale, L. digitata was subdi-
vided into three main genetic groups corresponding

to Brittany, northern Europe and the NW Atlantic
(Fig. 1a), that could be easily recovered in exploratory
PCAs (Supplementary fig. S2a) and FCAs (not
shown). Structure clustering analyses revealed two
or three well-supported (AK > 1000, Supplementary
fig. S2b) and stable genotypic clusters, matching
PCA-defined clusters (Fig. 1b). The two European
clusters were further subdivided into smaller (K=5,
6, 9) genotypic clusters with weaker support
(Supplementary fig. S2b), but still showed stable com-
positions and a clear geographic signal. The ‘elbow’ in
DAPC BIC criteria (Supplementary fig. S2c) sup-
ported with some ambiguity K=11 clusters, corre-
sponding roughly to 10 NE genetic clusters plus a
single NW Atlantic cluster. These genetic clusters
matched to a large degree individual populations,
but with a high proportion of mismatched/admixed
individuals (data not shown). In STRUCTURE, K=11
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produced variable sample groupings between runs,
and thus this K value was not considered further.
When three clusters were imposed in the DAPC
analysis, they recovered the same STRUCTURE
groupings, with minimal mismatch/admixed indivi-
duals between regions (Fig. 1c). In this analysis, the
most discriminant function separated NW from NE
clusters (Supplementary fig. S3a).

The prediction of higher genetic diversity and geo-
graphic subdivision of L. digitata in the NE than in the
NW Atlantic was fully supported (Table 1, Fig. 1b,
bottom). NW Atlantic showed the lowest allelic and
genotypic diversity (Agq=3.5; Hg=0.160) at the popu-
lation and regional levels (Fig. 2), with one or two
alleles dominating across all loci (0.64<f,<1).
BOTTLENECK results failed to support a recent bot-
tleneck in the NW Atlantic (or the other regions),
because no significant heterozygote excess was
detected (one-tailed Wilcoxon test, P < 0.05) and allele
frequency classes displayed a normal L-shaped distri-
bution (Supplementary table S3). Within the NE
Atlantic, genetic diversity was of the same order of
magnitude as in Brittany (Asq=6.854; Hg=0.520) and
northern Europe (A q=8.473; Hg=0.645). Within the
latter, there was a clear latitudinal decrease in diversity
(Fig. 3). Pairwise Fsr ranged between 0.0045 (intra-
Brittany) and 0.6799 (Cape Elizabeth versus
Finnmark) (Supplementary fig. S4a). Absolute popu-
lation differentiation, as measured by Jost’s D, ranged
from 0.002 and 0.6129, corresponding to the same
comparisons as Fsr (Supplementary fig. S4b). Within
regions, pairwise population differentiation was
higher within northern Europe than within Brittany,
and lowest in the NW Atlantic (Fig. 2). The significant
signal of differentiation-by-distance in the whole NE
Atlantic (P = 0.001) was lost when the populations of
Brittany were removed (P = 0.251) (Fig. 4), but
Brittany alone (the only region in this study with
population pairs separated by distances below 500
km) showed a significant increase in genetic differen-
tiation with distance (P = 0.008).

Discussion

This study showed that Laminaria digitata is com-
posed of three major genetic clusters, two in the NE
(Brittany and northern Europe) and one in the NW
Atlantic. Brittany, the present-day European rear
edge (known range limit at HOU; Liining, 1990;
Oppliger et al.,, 2014), is a biogeographic transition
zone (Spalding et al, 2007) long-identified as a
genetic hotspot for a diverse range of coastal species
(Provan et al., 2005; Hoarau et al., 2007; Neiva et al.,
2014). Its diversity probably reflects its proximity to
the LGM Armorican and Celtic shorelines, where
distribution models have identified vast areas of sui-
table unglaciated shallow-water habitat (Waltari &

Hickerson, 2013; Assis et al., 2018a; see also Assis et
al., 2014, 2016b; Neiva et al., 2014; Bermejo et al.,
2018).

The northern Europe cluster, sampled across more
distant locations, spread from former periglacial
(Ireland) to heavily glaciated (Iceland, N Norway)
regions. Ireland and possibly western Scotland are
the most likely sources of the extensive post-glacial
colonization of northern Europe (see also Gomez et
al., 2007; Hoarau et al., 2007; Neiva et al., 2016). Irish
and Scottish populations showed the highest allelic
diversity, and a clear decrease in allelic and genotypic
diversity towards higher latitudes was observed, with
minima in Iceland and Finnmark. Iceland has been
identified as a possible glacial refugium for cold-tol-
erant kelps (Assis et al, 2016a) and invertebrates
(Wares & Cunningham, 2001). Palaeo-environmental
reconstructions of the Icelandic ice sheet and ice
shelves (Hubbard et al., 2006), however, show that
these coastal areas may have been completely gla-
ciated (and hence inhospitable) during the LGM
(Ingdlfsson, 2009; Coyer et al., 2011; Neiva et al,
2018). This hypothesis is supported by the low diver-
sities of our Iceland and Finnmark samples which
could also be explained by their distance from south-
ern periglacial regions and/or the mainland. It is not
immediately apparent why northern European popu-
lations (Orkney, Norway, Iceland) exhibited consis-
tent heterozygote deficiencies, but this pattern does
not seem random. Its regional scope could indicate
some shift in mating-system or habitat characteristics
(e.g. lower tidal amplitudes) at higher latitudes lead-
ing to increased inbreeding or a Wahlund effect (e.g.
individuals reproducing in distinct reproductive win-
dows), but in the absence of data on reproductive
ecology, the underlying cause remains speculative.

The clear genetic discontinuity and the high num-
ber of non-shared (private) regional alleles suggests
that fine-scale geographic structuring across the older
Brittany/Ireland range dates back to the LGM, even if
more contemporary oceanographic regimes help fine-
tune the actual boundaries of each cluster (Nicastro et
al. 2020). This evolutionary pattern was previously
found in Palmaria palmata, Fucus serratus and
Ascophyllum nodosum (Provan et al., 2005; Hoarau
et al., 2007; Olsen et al., 2010), and pinpoints how
genetic structure in seaweeds can arise and be main-
tained at relatively small spatial scales within contin-
uous refugial areas (see also Neiva et al., 2012). This
segregation might also suggest that Brittany has con-
tributed little to the recolonization of northern
Europe, with most shared alleles probably represent-
ing unsorted polymorphisms.

Both Brittany and N Europe clusters were further
subdivided into smaller genetic sectors, correspond-
ing to single populations or pairs of contiguous popu-
lations. Distance may help explain the pattern in N
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Fig. 3. Latitudinal trend in genetic diversity within the N
Europe cluster. Black dots (and straight line) depict stan-
dardized allelic richness (A;;) and open dots (and dotted
line) unbiased gene diversity (Hg).

Europe, and finer-scale studies may show additional
structuration. This pattern was striking in Brittany,
where minimum distances between contiguous
sampled populations from different clusters (e.g.
HOU/LIN, RAN/BIG) were of the order of 200 km,
a pattern previously observed in this region even
between populations sampled at smaller scales
(Billot et al., 2003; Robuchon et al., 2014). Obvious
differentiation was also detected between Cornish
and Scottish populations in Britain (King et al.,
2019), but not between populations separated by
less than 20 km in Northern Ireland (Brennan et al.,
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Fig. 4. Isolation-by-distance in Laminaria digitata.
Estimates of pairwise differentiation (Fsy) are plotted
against minimum marine distances (km) for (a) all NE
Atlantic populations (Mantel r = 0.814, P = 0.001) and
(b) separately for Brittany (Mantel r = 0.930, P =0.008)
and N Europe (Mantel r = 0.677, P = 0.006).

2014), where instead of clear subdivisions only a
signal of isolation-by-distance was apparent.

The clear differentiation of the NW Atlantic and
European clusters seems to favour the hypothesis,
amply supported by niche modelling (i.e. presence
of suitable habitat (Assis et al, 2018a)), of local
LGM survival over post-glacial trans-Atlantic coloni-
zation from northern Europe. LGM survival however
would be reflected in higher regional genetic diversity
and unique private alleles, which was not the case.
Due to field misidentifications, the northern parts of
the Gulf of Saint Laurence and Newfoundland were
not sampled, thus the set of populations analysed
here may not represent the entire regional diversity
pool. Nonetheless, such low diversity is unexpected;
the Canadian Maritimes, like Brittany and Ireland,
are in the vicinity of periglacial regions just south of
the Laurentide ice sheet, and of formerly emerged
and unglaciated areas of the Grand Banks shelf to
the north-east. Several scenarios can account for such
a severe genetic bottleneck in this region.

The first, and perhaps the most plausible, scenario
entails the area actually undergoing post-glacial colo-
nization. In a stepping-stone, trans-Atlantic migra-
tion scenario, presumably involving a sequential
colonization of Iceland, southern Greenland and -
after reaching the American continent - Labrador
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and Newfoundland, regional genetic diversity would
have been extremely depleted by the time L. digitata
reached the Canadian Maritimes and New England.
Glacial eradication is interesting, since suitable habi-
tat was seemingly available and so many other
amphi-Atlantic seaweeds survived glacial advances
there (Li et al., 2016; Bringloe & Saunders, 2018;
Neiva et al., 2018). Perhaps its absence was not
related to lack of suitable habitat, but to not being
able to get there in the first place. L. digitata is not
buoyant and lacks long-lived dispersive stages
(Valero et al., 2011). Long-distance colonization
across the open sea is probably very rare and con-
tingent upon entanglement in drifting algal rafts and/
or extreme events. These seem necessary to explain
the colonization of remote sites such as Iceland and
Greenland, but may have never occurred (or rare
early colonizers never survived the initial establish-
ment stages) in the NW Atlantic.

It may even be possible, as for F. serratus and the
snail Littorina littorea, that trans-Atlantic crossing
has occurred only in the past few centuries associated
with maritime traffic (Brawley et al., 2009). The rela-
tively wide recorded distribution of L. digitata in the
western Atlantic (Sharp et al., 2008; Adey & Hayek,
2011; Merzouk & Johnson, 2011; Assis et al., 20184,
their fig. Sle) appears to suggest an older establish-
ment, but modern (and probably historical) ranges
also seem to have been overestimated due to confu-
sion with Hedophyllum nigripes (Longtin & Saunders,
2015; Filbee-Dexter et al, 2019). Genetically con-
firmed records of L. digitata on the NW Atlantic
are restricted to temperate New England and the
Canadian Maritimes (Bringloe & Saunders, 2018,
fig. S16), whereas its presence along colder subarctic
regions has only been confirmed around Churchill
(Hudson Bay), but not in Labrador or the Canadian
Arctic (Gary Saunders, pers. comm.) where digitate
forms of H. nigripes also occur. Likewise, the species
has never been genetically confirmed from
Greenland, a presumably obligatory trans-Atlantic
stepping stone. Recent literature records and consul-
tations with local seaweed experts suggest its absence
there (Dorte Krause-Jensen, Susse Wegeberg, pers.
comm.; see also Krause-Jensen et al., 2012; Filbee-
Dexter et al., 2019), although additional efforts would
be required to confirm this. This apparent absence is
striking because in the NE Atlantic L. digitata reaches
the high Arctic archipelagos of Svalbard (genetically
confirmed, Inka Bartsch, pers. comm.) and Novaya
Zemlya (Filbee-Dexter et al., 2019).

Genetic bottlenecks may alternatively have occurred
despite the continued (but not static) presence of L.
digitata in the NW Atlantic. Its former glacial range
may have been extremely narrow, i.e. a true refugium.
Erosion of pre-glacial variation may have been intensi-
fied by periodic displacements associated with the

shoreline’s transgressions and regressions, which in
this shallow basin are of the scale of hundreds of kilo-
metres. Speculatively, sea-level effects may have been
further aggravated by shifts in substratum availability
and/or productivity (Graham et al., 2003; Fauvelot et al.,
2008). Finally, the mid-Holocene warming pulse
(around 6 ka BP) may have also played a role - niche
models, for instance, support temporary extirpation
from its modern rear edge in New England (Assis et
al., 2018a). The hypothesized regional genetic bottle-
neck was not supported by tests (BOTTLENECK),
because the NW Atlantic displayed significant hetero-
zygote deficiency and not, as expected, heterozygote
excess. However, heterozygosity and allele size-class
departures are quite transient, and thus much more
appropriate for detecting recent demographic shifts
rather than historical demography. The fixed (or nearly
so) microsatellite alleles that ‘defined’ the NW Atlantic
cluster (Supplementary fig. S3b) were not identified as
private because they were also detected (generally at
much lower frequencies) in European populations.
These loci however show many consecutive alleles
across their respective size ranges in European popula-
tions, so there is a possibility that allele sharing across
the Atlantic results, at least for some of them, from size
homoplasy rather than from recent shared ancestry.

Disentangling these competing scenarios of bottle-
necked LGM survival versus recent trans-Atlantic
colonization may require additional NW Atlantic
samples, both from nearby periglacial areas (e.g.
Newfoundland) and from potential migration routes
along Labrador (and potentially southern Greenland).
Independent molecular data may also help clarify this
issue. Laminaria digitata, unlike so many other
amphi-Atlantic seaweeds (Li et al., 2016; Bringloe &
Saunders, 2018; Neiva et al., 2018), does not show any
trans-Atlantic divergence at organelle markers, speci-
fically at the barcoding locus mt coxl (McDevit &
Saunders, 2010; Bringloe & Saunders, 2018, fig. S16).
Unfortunately, monomorphism (or very low variabil-
ity) across the entire range, and also within the NE
Atlantic, shows that their resolution at the infraspe-
cific level is not adequate for phylogeographic
inference.

It is prudent to consider the potential negative
effects of ongoing climatic change at both southern
range edges. The distribution of L. digitata is pre-
dicted to contract in the 21st century at lower lati-
tudes, particularly in high CO, emission scenarios. In
the NE Atlantic, these contractions appear particu-
larly problematic, because they forecast the complete
extirpation of L. digitata from Brittany and southern
England (Raybaud et al., 2013; Assis et al., 2018a),
and therefore the loss of the unique (and generally
diverse) genetic cluster present there. Fine-scale ana-
lyses of sea-surface temperature shifts in Brittany
over the past two decades (0.7°C on average) reveal



that Brittany constitutes a mosaic of thermal condi-
tions, with colder western and north-western regions
being less affected by climatic change (Gallon et al.,
2014). Common-garden experiments also suggest the
existence of locally adapted thermal ecotypes in L.
digitata. Populations from south-western UK
(Cornwall), for instance, show higher resilience to
marine heat waves — as assessed in short-term heat-
shock experiments — than more northern ones (King
et al., 2019). Environmental heterogeneity, local refu-
gia and local adaptation might delay the decline of L.
digitata at its trailing edge, particularly in more
benign greenhouse-gas emission scenarios, but may
not be sufficient to ensure survival in the long term.

In the NW Atlantic, L. digitata is also predicted to
undergo a northward shift of uncertain magnitude.
Depending on climate model and study, the species is
projected to contract from Long Island to the northern
Gulf of Maine/Bay of Fundy (Wilson et al., 2019) or even
to the Gulf of St. Lawrence/Newfoundland (Assis et al.,
2018a). The global redistribution (and thus vulnerability)
of the unique NW Atlantic cluster is uncertain, as is, in
the absence of samples beyond the Maritimes, the exis-
tence of additional genetic groups. The consequences are
thus harder to forecast, but assuming a more extended
distribution into the Gulf of St. Lawrence/
Newfoundland, this genetic cluster, similar to the
European cluster, seems safeguarded from regional
extinction.

A few concluding remarks: L. digitata and H.
nigripes bear great morphological resemblance and co-
occur at the same intertidal/subtidal depths throughout
the entire confirmed range of L. digitata in the NW
Atlantic and in the European Arctic. Researchers
should be aware of this potential problem, and dou-
ble-check their material for established barcoding
(cox1) markers. Barcoding also seems the most cost-
effective approach to establish the actual range limits of
L. digitata in the NW Atlantic, where low genetic
diversity is apparently accompanied by some degree
of niche unfilling, as the species seems absent (unlike
in the NE Atlantic) from more Arctic environments.
Accurate distributional data and niche comparisons
across the Atlantic are necessary to explore this hypoth-
esis. Other markers (or populations) may be required to
settle the issue of glacial persistence versus post-glacial
colonization of the NW Atlantic, because the extreme
regional genetic bottleneck contradicts ENM-based
predictions. How European pools segregate and/or
admix throughout Cornwall and southern Ireland is
another interesting, open question. Monitoring this
southern range is advised given its ecological and eco-
nomic value and vulnerability, and because range shifts
are already being documented for related kelp species
(Schoenrock et al., 2019). Partial incongruence between
modelling and genetic-based biogeographic inferences
highlight the benefits of comparing both approaches to
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understand how shifting climatic conditions affect mar-
ine species distributions and explain large-scale pat-
terns of spatial genetic structure.
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Dans cette étude, nous avions fait ’hypothese que les populations provenant d’envi-
ronnements a basse température sont moins résistantes a une hausse de température par
rapport aux populations provenant d’eaux plus chaudes. Cette hypothese a été testée a
laide d’une expérience en jardin commun (la température variant de 15°C a 23°C) sur
des méristemes d’individus provenant de six populations, réparties entre Spitzberg et
Quiberon. Les traits liés & la valeur sélective que nous avons considérés dans 1’expérience
sont la croissance et la capacité photosynthétique (ou “photosynthetic quantum yield”,
Encadré 5).

Les résultats de l'expérience en jardin commun suggerent que la limite supérieure
en termes de températures (au-dela de laquelle la survie des individus est nulle) est
quasiment identique a travers ’aire de distribution européenne de L. digitata. Nous avons

néanmoins observé de légeres différences sur la croissance et le taux de stress parmi les
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trois populations considérées comme marginales. En effet, les deux populations situées au
Sud de l'aire de distribution ont montré une meilleure tolérance a 19°C et 21°C suggérée
par une plus grande croissance et une meilleure capacité de récupération dans le cas de
la population de Quiberon; ou une meilleure efficacité photosynthétique a 23°C pour
la population de Helgoland (Allemagne). Au contraire, la population située la plus au
Nord (Spitzberg) montre une plus grande sensibilité face & une hausse de la température,
suggérée par une capacité photosynthétique diminuant avec une augmentation de la
température.

L’approche de génétique des populations (données obtenues a partir de 12 marqueurs
microsatellites) nous a permis de mettre en évidence une structure génétique hiérarchique
avec deux clades distincts entre le Nord (composé des populations de Spitzberg, Tromsg
et Bodg) et le Sud de 'Europe (composé des populations de Helgoland, Roscoff et Quibe-
ron), qui pourrait expliquer en partie la légere divergence phénotypique observée parmi
les populations étudiées.

En termes de diversité, la population de Spitzberg située a la limite Nord ne montre
pas de diversité génétique significativement plus faible que les autres populations de
notre étude. Par conséquent, nous avons suggéré que la réduction de la tolérance a des
températures élevées en limite Nord de la distribution serait plutot due a une absence de
pression de sélection dans I’Arctique plutot qu’a leffet de la dérive génétique. Au sein du
clade Sud, la faible diversité génétique de la population d’Helgoland s’explique en partie
par l'isolement géographique, puisqu’elle se trouve sur un ilot rocheux entouré de fond
sableux (et donc néfaste au recrutement des gamétophytes) qui s’étend sur plusieurs
centaines de kilometres. Paradoxalement, les échantillons d’Helgoland ont présenté le
plus faible stress thermique (en termes de F'v/Fm, Encadré 5). Ceci peut étre du au fait
que suite & un stress thermique, les centres de réactions situés dans le PSII peuvent étre
“éteints” afin d’éviter une détérioration du systeme photosynthétique (également appelé
“photoprotection”, Mota et al |2018]). Dans le cas ou la photoprotection ne représente
pas une forme d’adaptation, ou dans le cas ol cette derniere hypothese n’est pas juste, les

résultats suggerent une adaptation de la population face a une hausse de la température.
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Ceci pourrait étre expliqué par le fait que sélection aurait contrebalancé l'effet de la
dérive génétique, ou qu’historiquement il existait une plus grande diversité dans cette

population (favorisant I’adaptation) ensuite réduite par 1'isolement.

Encadré 5 : Efficience photochimique maximale du Photosystéme II (Fv/Fm)

La photosynthése résulte d’une chaine de réactions enzymatiques qui fait intervenir deux pho-
tosysteémes (PSI et PSII), qui sont branchés en série via des molécules qui servent de navettes de
transport aux électrons qu’elles génerent. Dans une premiere phase, le végétal piege les photons de
la lumiere solaire et s’en sert pour scinder les molécules d’eau en oxygene, protons et électrons au
niveau du PSII. En fait, ce sont les pigments chlorophylliens qui sont excités par les photons qui
émettent les électrons pour se décharger puis retourner a leur état fondamental de repos. Néan-
moins il existe deux autres voies de désexcitation au niveau du PSII : I’émission de chaleur ou de
fluorescence qui représentent des pertes pour le rendement photosynthétique (Bourrié, |2007).

Lorsqu’une plante subit un stress, la photosynthese peut étre perturbée. Or si ’émission d’élec-
trons est perturbée, la chaine de transport est détériorée et la dissipation d’énergie (chaleur ou
fluorescence) augmente. Ainsi, la fluorimétrie est utilisée comme un indicateur précis de 1’état de
la premiere phase de la photosynthese, a savoir le piégeage de la lumiere, le transfert de I’énergie
d’excitation au niveau des chlorophylles et I’émission d’électrons par le PSII.

Pour obtenir le F'v/Fm, on positionne les tissus & 'obscurité pour vider la chaine de transfert
d’électrons. Cette étape permet de mesurer la fluorescence a I’état initial (F0) qui mesure l'intensité
de la fluorescence lorsque tous les centres réactionnels du PSII sont ouverts. Par la suite, I’instru-
ment de mesure émet un flash lumineux pour saturer les accepteurs d’électrons du PSII : I’énergie
lumineuse excédant les possibilités de collecte du PSII est réémise sous forme de fluorescence. Cette
étape permet de mesurer la fluorescence mazimale (Fm) qui mesure l'intensité de la fluorescence
lorsque tous les centres réactionnels du PSII sont fermés, et permet d’obtenir la fluorescence variable
(Fv = Fm — F0). Un stress (par ex. thermique) engendrant la fermeture des centres réactionnels
du PSII aura pour conséquence de diminuer le Fv et donc le Fv/Fm (Ben Abdallah et all |2016) :
le ratio Fv/Fm traduit Vefficacité du PSII & utiliser la lumiere pour la conversion photochimique.

C’est une mesure couramment utilisée pour évaluer le stress d’une plante ou d’une algue.
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Abstract

To understand the thermal plasticity of a coastal foundation species across its lati-
tudinal distribution, we assess physiological responses to high temperature stress
in the kelp Laminaria digitata in combination with population genetic characteristics
and relate heat resilience to genetic features and phylogeography. We hypothesize
that populations from Arctic and cold-temperate locations are less heat resilient than
populations from warm distributional edges. Using meristems of natural L. digitata
populations from six locations ranging between Kongsfjorden, Spitsbergen (79°N),
and Quiberon, France (47°N), we performed a common-garden heat stress experi-
ment applying 15°C to 23°C over eight days. We assessed growth, photosynthetic
quantum yield, carbon and nitrogen storage, and xanthophyll pigment contents as
response traits. Population connectivity and genetic diversity were analyzed with
microsatellite markers. Results from the heat stress experiment suggest that the
upper temperature limit of L. digitata is nearly identical across its distribution range,
but subtle differences in growth and stress responses were revealed for three popu-
lations from the species’ ecological range margins. Two populations at the species’
warm distribution limit showed higher temperature tolerance compared to other
populations in growth at 19°C and recovery from 21°C (Quiberon, France), and pho-
tosynthetic quantum yield and xanthophyll pigment responses at 23°C (Helgoland,
Germany). In L. digitata from the northernmost population (Spitsbergen, Norway),
quantum yield indicated the highest heat sensitivity. Microsatellite genotyping re-
vealed all sampled populations to be genetically distinct, with a strong hierarchical
structure between southern and northern clades. Genetic diversity was lowest in the
isolated population of the North Sea island of Helgoland and highest in Roscoff in the
English Channel. All together, these results support the hypothesis of moderate local
differentiation across L. digitata's European distribution, whereas effects are likely
too weak to ameliorate the species’ capacity to withstand ocean warming and marine

heatwaves at the southern range edge.
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1 | INTRODUCTION

Temperature is one of the main drivers determining latitudinal
species distributions on the global scale (Jeffree & Jeffree, 1994;
Lining, 1990; Stuart-Smith, Edgar, & Bates, 2017). For sedentary or-
ganisms, the thermal limits of the realized niche are broadly described
by mean summer and winter isotherms (van den Hoek, 1982; Jeffree
& Jeffree, 1994; Stuart-Smith et al., 2017), between which a species
can complete its life cycle, while single extreme temperature events
can further alter local species abundances especially at the range
edges (Ruthrof et al., 2018; Smale, Wernberg, & Vanderklift, 2017;
Straub et al., 2019). As a result of climate change, isotherms in the
northern hemisphere have been shifting predominantly poleward
since 1960 (Burrows et al., 2011), with consequent phenological and
distributional changes in many taxa (Chen, Hill, Ohlemdiller, Roy, &
Thomas, 2011; Poloczanska et al., 2013).

Predictions of species distributions during climate change
are often based on niche models, which assume that all individu-
als within a species respond uniformly (King, McKeown, Smale, &
Moore, 2018; Miiller, Laepple, Bartsch, & Wiencke, 2009; Reed,
Schindler, & Waples, 2011). Consequently, trait variability needs to
be integrated into estimates of future range shifts (Bennett, Duarte,
Marba, & Wernberg, 2019; Cacciapaglia & van Woesik, 2018;
Chardon, Pironon, Peterson, & Doak, 2020), especially as recent ev-
idence suggests a central role of plasticity and local adaptation in
species’ responses to climate change (Atkins & Travis, 2010; Liesner,
Shama, Diehl, Valentin, & Bartsch, 2020; Valladares et al., 2014).

Along cold-temperate to polar rocky shores, kelps (large brown
algae in the order Laminariales) provide important ecosystem ser-
vices as foundation species of marine forests (Steneck et al., 2002;
Teagle, Hawkins, Moore, & Smale, 2017; Wernberg & Filbee-
Dexter, 2019). Their coastal habitats are highly affected not only
by gradual global warming, but also further by the accompanying
changing onset of the warm season (Lima & Wethey, 2012) as well as
the frequency and magnitude of extreme temperature events such
as marine heatwaves (MHW; Hobday et al., 2016; Oliver et al., 2018).
Poleward range shifts have already been documented for various
kelp and fucoid seaweeds, which were attributed to global warm-
ing (Lima, Ribeiro, Queiroz, Hawkins, & Santos, 2007; Nicastro
et al., 2013; Smale, Wernberg, Yunnie, & Vance, 2015).

Further range shifts are predicted for many species, including
the North Atlantic kelp Laminaria digitata (Hudson) J.V. Lamouroux
(Assis, Araujo, & Serrdo, 2018; Raybaud et al., 2013). At high lati-
tudes, L. digitata occurs on Spitsbergen and Greenland, while its
southern distribution limit along the European coastlineis in Brittany,
France (Ltining, 1990). It thereby occurs between the 0°C winter and
18°C summer sea-surface isotherm (Miiller et al., 2009) indicating
its wide temperature performance range as an Arctic to cold-tem-

perate species (sensu Liining, 1990). Comparative laboratory studies

described an upper survival temperature of western and eastern
Atlantic juvenile L. digitata sporophytes of 23°C over seven days
(Bolton & Liining, 1982) and of 21°C over 14 days (tom Dieck, 1992),
indicating high stability of thermal characteristics across regions.
However, these investigations only compared single unialgal strains,
which may not represent the entire species. Investigations on wild
L. digitata sporophytes from Nova Scotia show mortality within one
week at 21°C and tissue damage at 18°C (Simonson, Scheibling, &
Metaxas, 2015). In South West England L. digitata, stress signals
and reduced growth were evident after 16 days at 18°C (Hargrave,
Foggo, Pessarrodona, & Smale, 2017).

L. digitata is a relatively young species, which probably originated
from a Pacific ancestor crossing the Arctic toward the Atlantic ca.
5.3 million years ago (Lining & tom Dieck, 1990; Rothman, Mattio,
Anderson, & Bolton, 2017; Starko et al., 2019). Therefore, L. dig-
itata was likely present in the Atlantic over multiple glacial cycles
during the Quaternary (Assis et al., 2018), including the most recent
Last Glacial Maximum 20,000 years ago (LGM; Clark et al., 2009).
Recently, it has been proposed that L. digitata persisted during the
LGM in only two disjoint refugia in the Northeast Atlantic, one lo-
cated in the Armorican/Celtic Sea and one further north in the re-
gion of Ireland and Scotland (Neiva et al., 2020). Such a northern
refugium for L. digitata was also suggested by King et al. (2020).
Therefore, not only might the current climate since the LGM have
affected thermal plasticity of L. digitata populations, but also the
repeated retreat into glacial refugia and subsequent recoloniza-
tion of the Northern Atlantic might have modulated genetic diver-
sity and structure over several glacial cycles (Hewitt, 2004; Maggs
et al., 2008). This possibly facilitated phenotypic divergence along
what is presently a widespread latitudinal distribution gradient.

Local adaptation can occur along environmental gradients or
in populations under unique selection pressures and affects re-
sponse traits to increase the fitness of individuals in their specific
environment (Kawecki & Ebert, 2004). For populations at their eco-
logical range margins (i.e., marginal populations sensu Soulé, 1973),
the unfavorable local environment can result in smaller population
size and low genetic diversity (Eckert, Samis, & Lougheed, 2008;
Hampe & Petit, 2005; Kawecki, 2000). Therefore, genetic drift may
impair natural selection leading to maladaptation in marginal popu-
lations (Eckert et al., 2008; Pearson, Lago-Leston, & Mota, 2009).
Conversely, a highly selective environment at a species’ range mar-
gin might eventually facilitate local adaptation in these unique pop-
ulations (reviewed by Hardie & Hutchings, 2010) and even increase
their performance following climate change (Halbritter, Billeter,
Edwards, & Alexander, 2015).

Meanwhile, there is much evidence for intraspecific variation
among populations of seaweeds and seagrass (reviewed by King,
McKeown, et al., 2018). Local adaptation might be common in

kelps and seaweed populations generally, due to their low dispersal
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capacity and strong spatial structuring (King, McKeown, et al., 2018;
Miller et al., 2019). Studies on local adaptation in L. digitata suggest
that differentiation between populations could have occurred due
to their geographic position (range central and marginal as well as
southern and northern). King et al. (2019) investigated the expres-
sion of genes coding for heat shock proteins (HSP) in response to
an hour-long heat shock in L. digitata from Scotland (range center)
and Southern England (trailing edge). Maximum HSP response was
present at 4-8°C higher temperatures in the southern populations
in this short-term study, despite comparably low genetic diversity
(King et al., 2020). The reduced genetic diversity and altered re-
productive strategy in a southern marginal population in Brittany,
France, also suggests that local differentiation has taken place
(Oppliger et al., 2014; Valero et al., 2011). Overall, research on in-
tegrative responses such as growth is lacking when assessing the
intraspecific thermal variation of L. digitata. Additionally, few studies
on thermal responses of kelps incorporate physiology and popula-
tion genetics over large geographic scales, although they may help to
better predict climate change effects (Nepper-Davidsen, Andersen,
& Pedersen, 2019).

The main objective of this study was thus to assess differenti-
ation in heat stress responses among populations of Laminaria dig-
itata present along the entire Northeast Atlantic distribution zone
through a mechanistic, common-garden experiment. We hypoth-
esized that an increasing thermal selection pressure toward the
southern distribution limit increased heat resilience of sporophytes
from southern L. digitata populations. Because of high similarities of
thermal characteristics across regions reported in previous compar-
ative studies (Bolton & Liining, 1982; tom Dieck, 1992), we expected
local differentiation in response to heat to be of small extent and

| d Evoluti 3
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to occur mainly toward the upper temperature limit (see also King
et al., 2019). We further expected phenotypic differentiation to
occur more prominently in populations experiencing low amounts of
gene flow, while we expected low genetic diversity to be associated
with reduced heat resilience as a result of genetic drift and possible
maladaptation, which we investigated by the use of neutral micro-
satellite markers.

2 | MATERIAL AND METHODS
2.1 | Sample collection and preparation

We collected 30-35 fertile L. digitata sporophytes (Figure 1a) from
the low intertidal zone, ensuring a distance of >1 m between sam-
ples (for the samples collected by diving in Spitsbergen, this was
not guaranteed), in each of the following locations during summer
(Figure 1b): Stuphallet, Kongsfjorden, Spitsbergen, Norway (SPT;
78.975 N, 11.633 E; 16 July 2019; approximate SST at time of sam-
pling: 6.5°C); north of Tromsg, Norway (TRO; 69.790 N, 19.054 E;
14 August 2018; 8.5°C); Bodg, Norway (BOD; 67.284 N, 14.383 E;
12 June 2018; 9°C); Helgoland, Germany (HLG; 54.178 N, 7.893 E;
13 August 2018; 18°C); Roscoff, France (ROS; 48.727 N, 4.005 W,
11 September 2018; 16.5°C); and Quiberon, France (QUI; 47.470 N,
3.091 W; 10 September 2018; 16°C). Sampling in Norway and France
and handling of data was conducted in accordance with the French
legislation on the Access to Genetic Resources and Benefit-Sharing.
Maps (Figure 1b) were generated using a European Environment
Agency coastline shapefile (European Environment Agency, 2019)
and QGIS 3.8.2-Zanzibar software (QGIS Development Team, 2019).
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FIGURE 1 (a) Seven-year-old Laminaria digitata sporophyte from Spitsbergen, July 2019. The black reference square measures 5 x 5 cm.
(b) Sampling locations of the L. digitata populations used in this study and (c) temperature amplitudes in 2018 marking minimum, mean, and
maximum temperatures based on satellite-obtained mean daily sea-surface temperature datasets (E.U. Copernicus Marine Service, 2019).
Abbreviations: BOD, Bodg; HLG, Helgoland; QUI, Quiberon; ROS, Roscoff; SPT, Spitsbergen; TRO, Tromsg
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To represent the current temperature ranges experienced by the
sampled sporophytes, satellite-obtained daily mean sea-surface
temperature data (Figure 1c) with a resolution of 0.05° x 0.05° were
generated representatively for 2018 using E.U. Copernicus Marine
Service Information (E.U. Copernicus Marine Service, 2019).

Entire sporophytes were stored in ambient seawater for up to
two days before processing. At the sampling locations, clean ma-
terial from the meristematic region was preserved in silica gel for
microsatellite genotyping. For the heat stress experiment, six disks
(@ 20 mm) were cut from the meristematic region of each sporo-
phyte (i.e., 180 disks per population) in a distance of 5-10 cm from
the stipe-blade transition zone. Disks were stored moist in cool
boxes (<15°C) and transported to the laboratory within 30 hr. All
experiments were performed at the Alfred Wegener Institute in

Bremerhaven, Germany.

2.2 | Heat stress experiment
2.2.1 | Experimental design

We designed the experiment (Figure 2) as a mechanistic short-term
exposure to heat stress around the upper survival temperature of
L. digitata sporophytes (21°C for a two week exposure; tom Dieck,
1992). A temperature of 19°C was considered to be a sublethal
treatment for all populations, 21°C a threshold treatment (lethal
over a longer exposure time; tom Dieck, 1992; Wilson, Kay, Schmidt,
& Lotze, 2015), and 23°C a critical stress treatment (Bolton &
Lining, 1982), which also surpassed mean daily maximum tempera-
tures of all sampled populations in 2018 (Figure 1c). We exposed
all samples to the same temperatures, irrespective of the ecological
significance for local populations, to investigate the thermal plas-
ticity and potential of L. digitata across its entire distribution range.
The heat stress experiment was conducted in independent runs in
common-garden conditions with material from Spitsbergen, Tromsg,
Helgoland, Roscoff, and Quiberon. Due to logistic constraints, Bodg
had to be excluded, and Spitsbergen material was only tested for
growth and fluorescence characteristics and not for biochemistry

and pigments.

For each population, five replicate pools each contained all mer-
istem disks of six distinct sporophytes to prevent pseudoreplication.
Meristem disks were transferred into sterile 5 L glass bottles filled
with modified half-strength Provasoli-enriched natural seawater
(PES; Provasoli, 1968; modifications: HEPES buffer instead of TRIS,
double concentration of Na,glycerophosphate; iodine enrichment
following Tatewaki, 1966), which was exchanged every 3-4 days.
Irradiance ranged between 30 and 35 umol photons m?s! at the
bottom of the beakers in a 16:8-hr light:dark (L:D) cycle (ProfiLux
3 with LED Mitras daylight 150, GHL Advanced Technology,
Kaiserslautern, Germany). Beakers were aerated gently to ensure
motion of disks and even light and nutrient availability.

To allow recovery from sampling stress, disks were cultivated
at 10°C for two (Tromsg) or nine days (Spitsbergen due to logis-
tic issues), or at 15°C for four (Roscoff, Quiberon) or three days
(Helgoland) before the acclimation phase of the experiment. From
each replicate pool, eight disks were then randomly assigned to one
replicate 2 L glass beaker in each of the four temperature treatment
groups (15, 19, 21, 23°C, n = 5). Six disks per replicate were marked
by punching a small hole on the outer rim with a Pasteur pipette to
be frozen for biochemical and pigment analysis during the experi-
ment. The two unmarked disks were used for growth and fluoromet-
ric measurements over the course of the experiment.

At the beginning of the experiment, disks were acclimated at
15°C for five days to obtain a similar metabolic state (day -5 to
day O; Figure 2). Although the northern populations Spitsbergen
and Tromsg do not usually experience temperatures this high
(Figure 1c), 15°C is a temperature within the growth opti-
mum of L. digitata (Bolton & Lining, 1982; tom Dieck, 1992),
which is considered to be stable (Wiencke, Bartsch, Bischoff,
Peters, & Breeman, 1994), even for the Spitsbergen population
(Franke, 2019). Starting the heat stress treatment on day O, tem-
perature was increased by increments of 2°C day™ until the de-
sired temperature was reached. The maximum temperature 23°C
was applied for five days, while 21°C and 19°C were applied for six
and seven days, respectively, according to the acclimation scheme
(Figure 2). On day 8, temperature was set to 15°C for all treatment
groups to initiate a recovery period of seven days. Measurements

took place at the beginning of the experiment (day -5; Figure 2),

FIGURE 2 Timeline of the heat stress
experiment of Laminaria digitata. Dotted
lines separate experimental phases of
acclimation at 15°C (days -5-0), heat
treatment (days 0-8), and recovery at
15°C (days 8-15). Growth and F /F_ were
measured on days -5, 0, 3, 6, 8, and 15.

On days 0 and 8, rapid light curves were
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performed and samples were frozen for
biochemical and pigment analyses
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the beginning of the heat treatment (day 0), before applying the
maximum temperature 23°C (day 3), in the middle of the heat
treatment (day 6), at the end of the heat treatment (day 8), and
after the recovery period (day 15).

2.2.2 | Relative growth rates

Two disks per replicate were repeatedly measured for growth over
the course of the experiment (n = 5). Disks were blotted dry and
weighed for growth analyses. Relative growth rates (RGR) were
calculated as
Inx, —Inx
RGR (gg ! day 1):—1;%1 L
where x, = weight (g) at time 1, x, = weight at time 2, t, = time 1

in days, and t, = time 2 in days.

2.2.3 | PAM Fluorometry

Fluorescence parameters were assessed to estimate photoaccli-
mation reactions in response to temperature (Davison, Greene, &
Podolak, 1991; Machalek, Davison, & Falkowski, 1996) and were
all conducted using a PAM-2100 chlorophyll fluorometer (Walz,
Effeltrich, Germany). Maximum quantum vyield of photosystem Il
(F/F.) was repeatedly measured in two disks per replicate over the
course of the experiment following 5 min dark acclimation (n = 5).
Before and after the heat treatment (day O and day 8), rapid light
curves (RLC) were conducted after F,/F,, measurements on one
disk (n = 3). RLC irradiance steps ranged from O to 511 umol photons
m2 s™L. Based on the photon flux density (PFD) and the effective
quantum vyield, relative electron transport rates (rETR) in photosys-

tem Il were calculated following Hanelt (2018) as
rETR=PFDxYield

rETR was plotted against PFD, and the resulting curves were
fitted following the model of Jassby and Platt (1976) to calculate

the maximum relative electron transport rate rETR the satu-

max’
ration irradiance I, and the photosynthetic efficiency a of each
curve.

Nonphotochemical quenching was calculated following Serédio

and Lavaud (2011) as

,

Fpn—Fm

NPQ=
Q o

where F = maximum fluorescence of a dark-adapted sample, and
Fm’ = maximum fluorescence of a light-adapted sample.

NPQ versus irradiance curves were fitted following the model of
Serddio and Lavaud (2011) to calculate maximum nonphotochemical

quenching NPQ the saturation irradiance E., and the sigmoidic-

max’

ity coefficient n.
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2.2.4 | Biochemistry

Biochemical and pigment analyses were conducted with mate-
rial from Tromsg, Helgoland, Roscoff, and Quiberon. We assessed
the early photosynthetic product mannitol, which is accumulated
during summer (Schiener, Black, Stanley, & Green, 2015), and el-
emental carbon and nitrogen to estimate carbon assimilation and
nutrient storage in response to temperature. In wild sporophytes,
assimilated mannitol is metabolized into the long-term storage
polysaccharide laminarin and translocated into the distal thallus
(Gémez & Huovinen, 2012; Yamaguchi, Ikawa, & Nisizawa, 1966).
As the meristematic region only contains minimal amounts of lami-
narin in wild sporophytes (Black, 1954), and as maximum laminarin
contents occur with a seasonal delay of 1-2 months in late autumn
(Haug & Jensen, 1954; Schiener et al., 2015), we did not assess
laminarin storage in our short-term experiment on isolated mer-
istematic disks.

Before the start and at the end of the heat treatment (day O
and day 8), three disks per replicate beaker (n = 5) were frozen in
liquid nitrogen for biochemical and pigment analysis and stored at
-80°C. For mannitol, carbon, and nitrogen analyses, samples were
lyophilized and ground to a fine powder. For the analysis of carbon
and nitrogen contents, 2-3 mg ground tissue per sample was packed
into tin cartridges, compressed, and combusted at 1,000°C in an
elemental analyzer (EURO EA, HEKAtech GmbH) with acetanilide
as standard. Mannitol was extracted in 70% ethanol from three
technical replicates of each experimental sample (Karsten, Thomas,
Weykam, Daniel, & Kirst, 1991). Analysis was performed in an HPLC
Agilent Technologies system (1200 Series) with an Aminex Fast
Carbohydrate Analysis Column HPAP (100 x 7.8 mm, 9 um, Bio-Rad,
Munich, Germany) protected by a guard cartridge (Phenomenex,
Carbo-Pb-2 + 4 x 3.00 mm I.D., Aschaffenburg, Germany).

2.2.5 | Pigments

We assessed chlorophyll and xanthophyll pigments in response
to heat stress as a further indicator of photoprotection (Bischof &
Rautenberger, 2012; Uhrmacher, Hanelt, & Nultsch, 1995). Pigment
samples were lyophilized separately from biochemical samples (n = 5).
They were ground under dim light conditions, weighed to 50-80 mg,
and extracted in 90% aqueous acetone in darkness for 24 hr at 7°C.
HPLC analysis followed the protocol and equipment described by
Scheschonk et al. (2019), using a LaChromElite system (L-2200 au-
tosampler with Cooling Unit; DAD detector L-2450; VWR-Hitachi
International) with a Spherisorb ODS-2 column (25 cm x 4.6 mm,
5 um particle size, Waters, Milford, USA) protected by a guard car-
tridge (LiChrospher 100-RP-18; Merck). The elution gradient was
applied according to Wright et al. (1991). We used standards of
chlorophyll a and c, fucoxanthin, p-carotene, violaxanthin, anther-
axanthin, and zeaxanthin (DHI lab products, Hgrsholm, Denmark).
To assess parameters of photoprotection as a stress response, we

calculated the mass ratio of xanthophyll pigments violaxanthin (V),
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antheraxanthin (A), and zeaxanthin (Z) per chlorophyll a (Chl a) fol-
lowing Bollen, Pilditch, Battershill, and Bischof (2016) as.

V+A+Z

VAZ:Chl aratio (mgmg='Chla) = Chla

and de-epoxidation ratio of xanthophyll cycle pigments following
Colombo-Pallotta, Garcia-Mendoza, and Ladah (2006) as.

Z+0.5A

De —epoxidation ratio= ViAiZ

2.2.6 | Statistical analyses of
physiological parameters

As we measured two disks per replicate, we calculated growth rates
and F /F_ from mean values per replicate. One disk was removed from
the Spitsbergen 23°C treatment due to bleaching during the heating
ramp. Despite identification efforts in the field, almost none of the mi-
crosatellite markers amplified in two samples from Spitsbergen (see
also 2.3.2). This led to the assumption that the two samples were of
Hedophyllum nigripes (J. Agardh) Starko, S.C.Lindstrom & Martone,
which is morphologically very similar to L. digitata (Dankworth,
Heinrich, Fredriksen, & Bartsch, 2020; Longtin & Saunders, 2015).
One replicate pool probably containing meristem disks from both spe-
cies was therefore removed from the experiment. Due to the mannitol
extraction performed in triplicates, means of the three subsamples of
each mannitol replicate were analyzed. In carbon and nitrogen analy-
ses, four data points were deleted due to a measuring error on day O.
In the xanthophyll pool and de-epoxidation analyses, one outlier was
deleted due to implausibly high zeaxanthin contents about four times
higher than the next highest value.

All analyses of the heat stress experiment were performed in the
R statistical environment version 3.6.0 (R Core Team, 2019). We fit-
ted generalized least squares models for all parameters and tested
for significance using analyses of variance (ANOVA). All models were
fitted using the “gls” function from the R package “nlme” (Pinheiro,
Bates, DebRoy, & Sarkar, 2019) with weights arguments to counteract
heterogeneity of variance of normalized model residuals (Zuur, leno,
Walker, Saveliev, & Smith, 2009). Normalized model residuals were as-
sessed with Shapiro-Wilk normality tests and Levene's tests for homo-
geneity of variance. For repeated measures analyses of variance (RM
ANOVA) of growth rates and F/F.., temperature, population, and time
were modeled as interactive fixed effects and a compound symme-
try correlation structure was incorporated using a time covariate and
replicate as grouping factor (Pekar & Brabec, 2016; Zuur et al., 2009).
Analyses of variance were then performed on the models with the
“anova” function to assess the effects of the fixed effects temperature,
population and exposure time, and their interactions. For all biochem-
ical, pigment, and fluorometric analyses, initial contents at day O were
incorporated in the models as covariates to account for baseline differ-
ences, and temperature and population were modeled as fixed effects.
Analyses of variance were performed to assess the effects of the initial
value covariate and the fixed effects temperature and population, and

their interaction. Pairwise comparisons were performed using the R

package “emmeans” (Lenth, 2019) and using the “Satterthwaite” mode
for calculation of degrees of freedom and Tukey adjustment of p-values
for multiple comparisons between independent groups. For pairwise
comparisons in the repeated measures analyses (growth and F /F, ),
the “df.error” mode for calculation of degrees of freedom was applied.
Because of the repeated measures design and because the “df.error”
mode overestimates the degrees of freedom (Lenth, 2019), p-values
were adjusted by means of the conservative Bonferroni correction for
multiple testing to reduce the probability of type | errors. Correlation
analyses (Kendall's rank correlation) were conducted between all pa-
rameters measured after the heat treatment (relative growth rates cal-
culated between day 0 and day 8) using the “cor.test” function from the
default R package “stats” (R Core Team, 2019).

2.3 | Microsatellite genotyping
2.3.1 | DNA extraction

DNA was extracted from 8-12 mg of dried tissue using the
NucleoSpin 96 Plant Il kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) follow-
ing the manufacturer's instructions. The lysis, microsatellite amplifi-
cation and scoring was performed for 12 polymorphic loci following
Robuchon, Le Gall, Mauger, and Valero (2014). Multiplex PCRs were
modified using 5X GoTaq Flexi colorless reaction buffer (Promega
Corp., Madison, USA) instead of 1X and performed using a T100™

Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories Inc.).

2.3.2 | Microsatellite amplification,
scoring, and correction

Among the markers used, six were previously developed for
Laminaria digitata (Ld148, Ld158, Ld167, Ld371, Ld531, and Ld704;
Billot et al., 1998) and six for Laminaria ochroleuca (Lo4-24, Lo454-
17, Lo454-23, Lo454-24, Lo454-27, and Lo454-28; Coelho, Serrao,
& Alberto, 2014). Alleles were sized using the SM594 size stand-
ard (Mauger, Couceiro, & Valero, 2012) and scored manually using
GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems). Individuals, for which more
than one locus did not amplify, were removed from the dataset.
Amplification was faulty for the population of Helgoland sampled
in 2018, which could be linked to poor preservation or insufficient
dehydration. Therefore, the dataset of the same population sampled
at the same site in 2016 was used in the genetic analysis instead. In
total, 190 individuals were initially genotyped for twelve microsatel-

lite markers and 179 were retained.

2.3.3 | Genetic diversity

Prior to genetic analysis, the presence of null alleles was tested
using the ENA method in FreeNa (Chapuis & Estoup, 2007). Single
and multilocus estimates of genetic diversity were calculated for
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each population as the mean number of alleles per locus (N,), unbi-
ased expected heterozygosity (H,, sensu Nei, 1978), observed het-
erozygosity (H.), and number of private alleles (P,) using GenAlIEx
6.5 (Peakall & Smouse, 2006). In addition, allelic richness (AR) was
computed using FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001) for each locus using
the rarefaction method. Linkage disequilibrium between pairs of
loci and single estimates of deviation from random mating (F ¢) was
calculated according to Weir and Cockerham (1984), and statistical
significance was computed using FSTAT based on 7920 permuta-
tions for linkage disequilibrium and 10* for Fs. To test the null
hypothesis that populations did not differ in genetic diversity, a
one-way ANOVA was performed for AR, Pa, and H, in R (R Core
Team, 2019). Pairwise differences between means were tested
by Fisher Individual Tests for Differences of Means (Minitab®
Statistical Software, version 19.2). The homoscedasticity of the
dataset and the normality of residuals was visually checked prior
to the analyses.

2.3.4 | Population structure

Population structure was investigated first by the analysis of the
pairwise estimates of Fs; (Weir & Cockerham, 1984), and their
significance were computed using FSTAT (Goudet, 2001). Second,
a Bayesian clustering method as implemented in Structure 2.3.4
(Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000) was used to determine the
existence of differentiated genetic groups within L. digitata popula-
tions categorizing them into K subpopulations. A range of clusters
(K) from one to six was tested with 100 iterations, a burn-in period
of 100,000, and a Markov chain Monte Carlo of 500,000 (Gilbert
etal., 2012). The most likely value of K was determined using Evanno
AK (Evanno, Regnaut, & Goudet, 2005) obtained using Structure
Harvester (Earl & 