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Document de syntheése

Résumé

Ma démarche est de mettre a profit les nouveaudsalg la biologie moléculaire, en association
avec l'expérimentation, I'étude de terrain et lgettippement théorique, pour mettre a jour les
mécanismes a l'ceuvre au cours de I'adaptation da dgpéciation. Mes modeles biologiques de
prédilection sont les organismes marins a larvexgimique car ce sont des organismes qui
possedent une biologie originale (cycle de vie,atyigue des populations, écologie ...) qui doit
étre prise en compte pour comprendre leur évolutl@ une expérience sur l'usage des techniques
moléculaires pour I'étude de I'évolution, sur legthodes modernes d'analyse des informations
portées par les séquences des génomes et sur dedic#ps écologiques et génétiques des
organismes marins. Mes travaux les plus reconntsmgcsur (i) la compréhension des corrélations
entre I'hétérozygotie individuelle et la valeureséive, (ii) la génétique des larves planctoniques,
(i) la structure des zones d’hybridation, (ivslenécanismes d’isolement reproductif en milieu
marin et (v) I'évolution adaptative des protéines.

I- Introduction

I.1- L'évolution n'est pas l'adaptation seule

La génétique évolutive est un domaine de la bielggour lequel existent des modeles
mathématiques prédictifs. C'est un atout considérajui autorise une démarche par tests
d'hypothéses et par ajustement des données a diesemévolutifs. La démarche est la méme qu'en
physique ou l'expérimentation valide la théorid,adimente en retour. La contrepartie est d'auair
golt pour l'abstraction théorique et d'avoir unar@connaissance des hypothéses sous-jacentes
aux modeles ; deux raisons de se trouver partielte¢nsolé des autres biologistes qui n‘ont souvent
pas un godt prononcé pour l'abstraction mathématjgynch, 2007kt qui n'ont souvent pas été
confronté a la théorie de la génétique des populations. Néanmoins, 1'évolution est aussi
I'opportunité de raconter une belle histoire dans laquelle l'adaptation est souvent Kacte
principal (Clark, 2006)si bien que tout biologiste se réclame volontiers évolutionniste. En fait,
la biologie de 1'évolution est la seule science qui soit abordée a la fois par des spécialistes mais
aussi par d'autres scientifiques et méme par le gnamolic (Lynch, 2007)En étudiant les
caracteres phénotypiques (macroscopiques, cellulaires ou moléculaires), il est tentant de faire
la déduction qu'ils semblent particulierement bien appropriés a exercer leurs fonctions dans
I'environnement occupé par les organismes étudiésst arrivé a plusieurs reprises qu'une
communauté scientifique s'approprie I'évolutionrdaume a la sélection naturelle et obtienne un
impact significatif jusqu'a irriter des généticiatess populations au point qu'ils écrivent une répon
argumentée. L'article de Gould et Lewontin (19%9) ce qu'ils ont appelé le programme

adaptationniste est un pamphlet bien connu contre le «tout adaptation » des biologistes
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britanniques et américains de I'époque. En décrivant avec guelnplexité et apparente harmonie
fonctionnent les organismes a tout niveau d'orgaiois, les biologistes ont trop souvent tendance a
y voir la marque de l'adaptation sans s'imaginéurgubonne part de hasard, de contrainte et de
conflit se cache derriére cette évolution. Par eemil n'est pas dans la culture du biologiste-non
évolutionniste d'imaginer que des structures biglags ne servent a rien -amusez vous donc a dire
& un biologiste moléculaire que les introns sontiies’. Plus récemment, Clark (2008)u son

mot au sujet du « tout adaptation » en génomique, Hoekstra et Coyne (2007) sur le « tout
régulation » en Evo-Devo, Lynch (2007) sur le « tout adaptation » pour expliquer I'évolution

de la complexité, Hughes (2007; 2008) sur le «tout computationnel» en évolution
moléculaire et I'incroyable absence de validation expérimentale. En fait, a chaque fois qu'une
nouvelle voie de recherche se développe en biologie, il n'estrage qu'il soit proclamé qu'elle
révolutionnera notre compréhension des processlsté#s (Hoekstra, Coyne, 2007). Prenons une
illustration récente encore peu critiquée et quisnévitera de reprendre les exemples précéedents.
Les génomiciens se sont récemment rendu comptey@vait plus de difference dans le nombre de
copies des genes (CNP pour “Copy Number Polymanghientre deux humains qu'attendu (Sebat
et al, 2004; Redoret al, 2006) Comme nous étions aveugles de nous concentrer sur les
polymorphismes nucléotidiques (SNP pour “Single Nuceotide Polymorphism”) qui n'ont
dévoilé que si peu de trace de l'adaptation... Enfin, nous découvrions les vrais changements

qui expliqueront les changements phénotypique&eaptation, bref I'évolution. En réalité il n'y
avait pas vraiment d'attendu sur I'abondance deRsCat les CNPs restent beaucoup plus rares que
les SNPs, seulement le passage a I'échelle desngérentiers en révele une quantité substantielle,
rien de plus. Un effort important a été allouéédutie de ces CNPs qui sont certes techniquement
plus compliqués a étudier que les SNPs (Freestaal, 2006; Jakobssoet al, 2008) Alors
qu'une comparaison aux attendus de la génétique des populatiomeortiée que ces
polymorphismes sont principalement délétéres, qieelpis neutres et tres rarement adaptatifs -
comme tout autres polymorphismes moléculaires-ilaportance dans I'explication des variations
phénotypiques et dans I'adaptation est sujet &splésulations inutilement hativegPerry et al,
2008)

L'évolution ne se résume pas a la sélection nddueel'adaptation se démontre en prenant en
compte I'ensemble des alternatives possibles @otds développementales, biais mutationnels,
déséquilibres démographiques, structures des pamsga...). Il n'est pas souhaitable d'extrapoler
de l'observation (“pattern”) le processus sousna¢process”) sans vigilance (Hoekstra, Coyne,
2007) Pourquoi exiger cette vigilance sans tolérer le funlalespéculation ? Car les processus
évolutifs sont I'ardu objet d'étude des généticides populations si bien qu'ils n‘apprécient guére

1 Pourtant ils le sont, méme si certains intronc@ains motifs localisés dans les introns seraegtielque chose.
Les Eubactéries par exemple ont probablement esiaséliminer ces introns superflus et a s'en passe

2 Je ne dis pas que I'étude des CNPs n'est pdsmuompae recherches passionnant, je dis qu'il éstaturé de clamer
gue les CNPs sont plus important que les SNPs ehutéon, tout comme il est prématuré de clamer tpse
polymorphismes de régulation sont plus importants tps polymorphismes en acide am{ivekstra, Coyne,
2007).
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gu'on en parle comme d'une déduction facile baseere argumentation verbale mal formalisée et
apprécient encore moins qu'il soit suggéré quetVedutionnistes aient pu rester aveugles sur un
point de leur discipline en ignorant les développets modernes de la science (Lynch, 200é}t

pour cela qu'a 'adage de Dobzhansky “rien en biologie n’a de sens, si ce n’est a la lumiéere de
I'évolution”, il convient d'ajouter le bémol queien en évolution n'a de sens, si ce n'est a la
lumiére de la génétique des populatiorftynch, 2007) L'évolution est un processus de
génétique des populations gouverné par cinq forces fondamentales. La sélection darwinienne
n'‘en est qu'une des cinqg mais la seule abordélepaon spécialistes, les quatre autres sont non-
adaptatives, uniquement prises en compte par lekit@nnistes, et sont la mutation, la dérive
génétique, la migration et la recombinaison. Cauxcepient que la sélection est la force principale
et que les autres forces sont négligeables feramgwx d'étre plus prudents (Lynch, 2007; Nei,
2007). Un aspect qui peut frustrer certains, méarenples évolutionnistes, est que les attendus
théoriques précedent souvent les expérimentatioms plusieurs décennies d'avance. Les
expérimentateurs qui mettent a I'épreuve les pliédi appartiennent a de nouvelles générations de
chercheurs avec une culture différente étayée @arderniers résultats scientifiques souvent
exagérément annoncés, et accueillis, comme dessesn@n causes drastiques des recherches
passées. Mon opinion est que la plupart des modedesiques de la génétique des populations,
aussi vieux soient ils, n‘ont pas encore été iissavec le détail, le soin et la quantité d'exespl
gu'ils méritent. L'ére de la génomique apportepdesd'une plus grande facilité pour étudier
'adaptation (Luikartet al, 2003; Clark, 2006; Hedrick, 2008)ependant, si pour les espéces
modeles le processus est bien enclenché, la révolution de la génomique pour 1'étude des
polymorphismes d'adaptation n'est pour l'instant qu'un simple effet d'annonce chez les
espéeces non modeles.

1.2- L'effet indirect de la sélection n'est pas la sélection

Mon HDR aborde des questions de génétiques deslgtioms avec cet aller-retour entre

expérimentation et théorie qui caractérise cetteipline. L'objectif est d'étudier la sélectioraade

de marqueurs génétiques. C’est un travail longjdiasix et qui dépend des avanceés techniques
dans la détection et I'étude des polymorphismegédesmes. Apres 20 ans d'études d'une poignée
de locus allozymiques, la génétique des populatitest dotée dans un laps de temps assez court -
disons 10 ans, soit mon age en recherche- d'ungpj@rde nouveaux marqueurs permettant une
couverture génomique toujours plus grande. Cepéndapst probable que la sélection ne se
produise & un moment donné que sur quelques layésmans limmensité du génaoinige ce fait,

les polymorphismes adaptatifs ne sont toujours fpadement accessibles, du moins chez les
especes non modeles. Pour les étudier jai d’abdopté une approche indirecte, profitant des
associations statistiques (déséquilibre de liaigmile marqueurs génétiques et génes sélectionnés.

3 |l faut préciser que cette vision n'est pas pgeapar tous. Pour une vision alternative ou l&ctéin est
omniprésente voir par exemple le livre de Mitton (R97) Selection in natural population®xford University
Press, New York.
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Je me suis placé dans des situations ou ces dasmogig&taient maximisées comme dans des
croisements de laboratoire (A27, A21, A18), destgetpopulations d'élevage (A23) ou dans les
zones d'hybridation (A16, A15, A10). Je me suisugasplacé sur une échelle de temps plus large
durant laquelle les événements de sélection s'adenmpour faire une somme appréciable, la
divergence entre espéce, avec cette fois une dppicecte sur les changements en acide aminé
des protéines (A13). Plus récemment, j'ai commanessayer de m'affranchir de ces artifices pour
étudier la sélection en action dans des populatiatsrelles plus standards (A3), avec l'idée,
partagée par tous, que les techniques moléculkstiagsnt mdres pour une approche a grande échelle
génomique. Mon espoir est d'aboutir prochainemenin@ étude directe des polymorphismes
adaptatifs. Malgré quelques pistes prometteuse®jgas encore identifié de fagcon certaine de tels
polymorphismes dans les espéces que j'étudie.

Le constat auquel j'aboutis est que l'effet indidexla sélection sur un polymorphisme neutre
est trop souvent interprété comme étant équivaleatd la sélection avec un coefficient de sélection
atténué. Ce n'est pas un raisonnement souhaitabld est tout simplement faux. A partir du
moment ou le polymorphisme étudié est neutre, Ifubrtement li€ a un polymorphisme
sélectionné, l'effet s'apparente a une dérive gpreefficace (Felsenstein, 1974; Gillespie, 2000a;
Charlesworth, 2009)et une migration efficace lorsque les populations sont structurées
(Barton, 1979b; Barton, Bengtsson, 1986; Ingvarsson, Whitlock, 2000), modifiées par rapport
a la prédiction en absence de sélection indirecte. Les interprétations peuvent étre erronées si
la simplification est faite que le polymorphisme neutre étudié se comporte comme son voisin
sélectionné avec un simple facteur d'atténuatiogligeable. C'est pour cela qu'il importe de
distinguer la sélection directe de la sélectionreude (A17). A I'argument «si ce n'est lui (le
marqueur) c'est donc son voisin (un géne lié), lqueifférence %», il faut répondre que la
différence est grande car on ne peut se satiglaiétecter la sélection, il faut identifier saunat
(négative, positive, balancée), son histoire (digread’'une sélection passée ou sélection en action)
et comment elle a influencée dans les détailsdgsnorphismes étudiés. Le fil conducteur de cette
HDR est d'illustrer ce propos, I'effet indirect ldesélection n'est pas la sélection, et cette exige
de compréhension du lien indirect entre locus &iél@tés et marqueurs neutres.

4 “These results are consistent with the operaifeselection on allozymes or on loci in linkagsetjuilibrium with

them”, “suggesting selection at this locus, orasely linked one”...
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II- Polymorphisme et structure génétique des populations marines

L'évolution n'est pas la sélection seule rappgtaidans l'introduction. De ce fait, il est
difficile d'étudier la sélection lorsqu'on n'a page bonne maitrise des autres forces évolutives a
I'ceuvre. Le prérequis est donc une bonne connasgia son modeéle biologique. Les organismes
gue j'étudie sont des organismes marins a dispetaivaire planctonique, principalement des
bivalves. lls présentent des caractéristiques démpbggues qui les distinguent de la plupart des
organismes terrestres: tres grandes fécondités, grénde taille des populations et dispersion
passive a longue distance par une phase larvaretphique. La génétique des populations nous
prédit donc des diversités génétiques fortes, d#rehtiations génétiques entre populations
faibles, une efficacité de la sélection accrue, adeptation locale difficile ou colteuse car les
échelles de dispersion surpassent I'hétérogén@iadiate de I'environnement (A28). Dans ce
premier chapitre, je m'intéresserai a la divergétgétique des populations et a la structure géretiq
entre populations.

0.6 1 Bivalves
marins
0,5 | |
Insectes 'Drosophile
0.4 - Invertébrés
Humains
<p> 0,3 - -
P ,Plantéa‘smph'b'ens
0.2 1 OITseepatﬂles
01 | Mammifere& 0issons
0 ‘ | | |
0 0,05 0.1 0.15 0.2
<H>

Figure 1 : Représentation schématique de la diversité eatigoe de
différents groupes d’animaux ou de plantes. <H> étérbzygotie. <P> :
Proportion de locus polymorphe. Adapté d’aprés N@@7y8).

I1.1- Les bivalves marins, champions du polymorphisme génétique

Les génomes des bivalves marins sont encore mésomais leur étude est un enjeu
important car les caractéristiques originales deaspeces permettront d’élargir ou de réviser les
paradigmes établis en milieu terrestre. Entre autles bivalves marins nous procurent une
opportunité unique d’explorer les valeurs extrémies paramétre fondamental en génétique des
populations : la taille efficace des populatioNg)( Les diversités enzymatiques observées chez les
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Bivalves marins sont parmi les plus élevées desiyotes (Figure 1, Waret al, 1992; Lopezt

al., 2001; Figure 1, Baziet al, 2006) De fortes diversités ont également été rapportées avec

des marqueurs microsatellites (Huvet et al, 2000; Launey et al., 2002) ou introniques (A16,
Daguin et al, 2001). Une taille efficace élevée a aussi pour corollaire un fardeau génétique
(quantités de mutations déléteres ségrégeantes|I@at Kirkpatrick, 2000yui compte parmi les

plus forts jamais estimés chez des animaux (A1, Launey, Hedgecock, 2001). Cependant,
quasiment aucune donnée de polymorphisme de séquence d’ADN nucléaire n’était disponible
chez les bivalves jusqu'a peu. J'ai coordonné ojetpr« Bivalvomix: Génomique évolutive des
bivalves marins », qui avait pour but de généreiype de données chez trois bivalves, les moules
Mytilus, les huitresCrassostreaet les modioles hydrothermalBathymodiolusAu méme moment

au laboratoire, Eric Bazin, Sylvain Glémin et N&®l Galtier démontraient la surprenante
invariance de la diversité nucléotidique de I'ADNtavhondrial pour des groupes animaux
présentant des tailles de populations et des digsrallozymiques variables (Bazat al, 2006)

Par exemple, alors que I'hétérozygotie allozymiques des mollusques marins est bien plus
forte que celle des mollusques terrestres (H=0.3 pour les marins contre H=0.074 pour les
terrestres), les diversités nucléotidiques mitochohekiaont semblablegz0.056 pour les marins
contre 7=20.078 pour les terrestres). Ce résultat est irdggpcomme étant la conséquence de
fixations récurrentes de mutations favorables gmirtlent la diversité mitochondriale neutre par
autostop geénétique du fait de I'absence de recaisioim, un processus appelgenetic draft »°

par Gilliespie (2000b; 2000a). Bien que j'adhéla @onclusion de mes collegues -elle me conforte
méme dans l'idée que ce processus de geneticddibtigalement affecter les genes nucléaires- le
défaut du jeu de données est que la diversité ainelést estimée avec des allozymes. Or, la forte
diversité allozymiques des mollusques marins ngest interprétée par tous comme étant la
conséguence d'une grande taille des populatioast Bncore trés présent dans la littérature marine
gue les locus allozymiques sont maintenus polymesppar la sélection (Karl, Avise, 1992;
Mitton, 1997; Lemaireet al, 2000; Pujolaret al, 2005; Fauveloet al, 2007; Silva, Skibinski,
2009) II est donc préférable d'étudier la diversité nucléaire avec des données de séquences,
notamment dans les régions non-codantes.

Chez I'huitreCrassostrea giggsnous avons étudié le polymorphisme nucléotididae4l
locus nucléaires (A9). Comme attendu, la diversigst révélée tres élevée avec en moyenne 1
SNP tout le 60 pb dans les portions codantes &R iSus les 40 pb dans les régions non codantes.
C'est un niveau de polymorphisme équivalent aur@sples plus polymorphes connues (Tableau
1). Plus surprenant a été la mise en évidence daome contribution des polymorphismes non-
synonymes avec un ratio du polymorphisme non-symensgur polymorphisme synonyma/7s,
de 16%. Ce ratio est une mesure de la contraifects® sur les protéines (Eyre-Walker,
Keightley, 1999; Smith, Eyre-Walker, 2002). Nornmaémnt, plus la taille efficace de la population
est grande, plus ce ratio est petit car la séleatist plus efficace pour éliminer les mutations

® « genetic draft »pourrait éventuellement se traduire en Frangais par « remous » ou « turbulence » génétique
mais le jeu de mot avec « genetic drift » (dérive génétiqugkest plus.
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faiblement déléteres (Kimura, 1983). Cependargsilpréférable d'attendre la confirmation de ce
résultat avant de spéculer sur son interprétapandx. forte fécondité des bivalves).

Tableau 1: Diversité et contrainte sélective chez quelquese&ss connues pour étre tres
polymorphes et chez I'Homme.

Diversité Contrainte sur les protéines
/TS
Ciona savignyi 1 SNP / 20pb 0.07
Crassostrea gigas 1 SNP / 40pb 0.16
Drosophila melanogaster 1 SNP / 50pb 0.12
Zea mays 1 SNP / 104pb 0.08
Aedes aegypti 1 SNP / 125pb 0.10
Homme 1 SNP /1000pb 0.22

Nous avons profité de cette étude pour mettre ayae corrélation forte entre la diversité
non-synonyme et le biais d'usage du code (Figuraryésultat qui suggere que la sélection agit
sur l'usage du code et qu'elle est corrélée deatgmn sur la protéine (All). Cette observation es
elle aussi un attendu des espéces a grande tHilace des populations. Une forte diversité
nucléotidigue a également été observée chez lesemalu genreMytilus (Faure, 2007) mais
I'existence d'une introgression secondaire d'alléleergents contribue a augmenter la diversité si
bien qu'il est difficile de connaitre le niveau digersité attendu en absence d'introgression. Enfin

les Bathymodiolusont dévoilé une diversité a peine plus faible [pseespeces cotiéres, autour de
770.01 en moyenne.

0,6
0,5

0,4 ° p=-0.47, p=0.005

Fop

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
7

Figure 2: Relation entre la diversité nucléotidique non-syroe ¢n) et le biais d'usage du code
(Fop: fréquence moyenne des codons optimaux) Chragsostrea giga&'apres A9).

Pour conclure, la diversité nucléotidique observieez les bivalves est en accord avec des
tailles efficaces de populations tres grandes. €waeut pas dire que localement et transitoirement
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les populations ne puissent pas étre de petile {&lledgecock, 1994; Daviet al, 1997), mais a
I'échelle de I'espece un polymorphisme considérableretenu. Rétrospectivement, ces résultats
suggerent que la forte diversité générale des leoagmatiques s'explique de la méme facon, par
la grande taille des populations et non par un tigirdu polymorphisme par la sélection.

I1.2- La zone d'hybridation en double mosaique des moules Mytilus edulis et M.
galloprovincialis

Les especes marines a phase larvaire planctonmpietres souvent associées a de faibles
différenciations génétiques sur de grandes dissaatées occasions pour qu’'une subdivision forte
apparaisse entre populations semblent limitéesifital 1992; Palumbi, 1994). Les généticiens des
populations marines ont ainsi eu tendance a séigecaur les situations ou une structure génétique
forte est maintenue. La plupart du temps, ces tsires génétiques sont associées a des fronts
océanigues qui agissent comme des barrieres plagsiyla dispersion et sont interprétés comme
telles (Burton, 1998; Patarnellet al, 2007). D'autres fois, la structure génétiquepdige par
I'existence de mécanismes d'isolement reprodug#nt un autre type de barriere au flux génique,
les barriéres génétiques.

La zone d’hybridation des moules cétieMseduliset M. galloprovincialisétait un exemple
type des paradoxes rencontrés chez les especepexsithn planctoniqgue. Quand j'ai commencé
mes travaux sur cette zone d'hybridation il y a8, la structure spatiale de la zone était percue
comme une vaste mosaique, ou des populations desfdemes parentales et des populations
hybrides a divers degrés se succédaient sur usegtadde distance, entre les cbtes Basques et
I'Ecosse (Skibinsket al, 1983; Coustaet al, 1991; Daguiret al, 2001). Les modéles classiques
de zones d'hybridations établis pour des organideresstres (Barton, Hewitt, 1985) semblaient
impuissants a rendre compte d'une telle situatomment une structure génétique forte peut-elle
se maintenir avec une zone dhybridation si larjeawec autant de mélange au centre?
Logiguement, une zone d'hybridation crée une barfiérte quand elle est étroite et quand il y a
peu d'hybridation (Barton, 1986; Barton, Bengtsst®86). Or chez les moules, il est possible
d'observer des populations avec des fréquencdgjadlé intermédiaires a I'équilibre de Hardy-
Weinberg et de liaison, ce qui a amené & la coimriugue I'hybridation était trés fréqueht&n
étudiant la structure spatiale et la compositionégji§gue des populations de cette zone nous avons
pu réconcilier I'observation avec les attendusrifées.

6 L'adjectif « extensive » s'est un jour trouvélé€al « hybridization » dans la littérature sur zemes d'hybridation
pour faire « extensive hybridization » (j'utilise 2 car I'origine de cette jonction malencontreesteprobablement
américaine) et il y est souvent resté attaché #nssi I'hybridation est si fréquente, les marqaagutres devraient
s'homogénéiser trés vite et la zone dhybridatien devrait plus étre détectable avec de tels margueu
Généralement nous n'avons pourtant que des masjoeuires a notre disposition, d'ou probléme!
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Figure 3: Structure spatiale de la zone d’hybridation ewmlde mosaique des moulsytilus
eduliset M. galloprovincialis Les camemberts représentent la fréquence déssadignthétiques E
(somme des alléles les plus fréquents dans leslagams M. edulig, en blanc, et G (somme des
alléles les plus fréquents dans les populatidngalloprovincialig, en noir, moyennée sur trois
locus (d’apres A16). A droite de la figure, I'encdu haut est un grossissement de la région de la
baie de Quiberon en Bretagne Sud (carré blancaseaite de I'Europe), I'encart du bas est un
schéma de la structure en double mosaique repa@setdés variations spatiales fictive de la
fréequence de l'alléle G.
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Plutét qu'une vaste mosaique chaotique, la zonpletit une succession de plusieurs zones
d'hybridation indépendantes et étroites. Le lorgyafges francaises, il est possible de distinguer
trois zones indépendantes (dans les Landes, eBretaigne et en Normandie) qui définissent
deux patchs de populations parentales enclavégstahM. edulisdans le Golfe de Gascogne
et un patchM. galloprovincialis en Bretagne (A16, Figure 3). A petite échelle,sain de
chacune des trois zones d’hybridation, des populstiparentales des deux types peuvent
alterner rapidement formant une micro-mosaique (&lgure 3). La structure géographique de
la zone est donc une mosaique a double échellalspaine macro-mosaique créée par des
zones indépendantes et des micro-mosaiques adeseaones.

La figure 4 montre la distribution de l'indice hig® (nombre d'alleleyalloprovincialis d'un
individu) et le déseéquilibre de liaison dans cirapplations caractéristiques: |& edulisde
Mer du Nord et du Golfe de Gascogne,Meggalloprovincialisdu Portugal et de Bretagne et les
populations hybrides de la baie de Quiberon. Lzanae de l'indice hybride est une mesure du
déséquilibre de liaison (Barton, Gale, 1993). Baerune fréquence forte d'alledslulis soit
observée dans les populatiods galloprovincialis de Bretagne, ces populations sont a
I'équilibre de Hardy-Weinberg et de liaison. Elssnt introgressées. Si nous n'avions pas
échantillonné de populations hybrides «vraies » spnt la presque superposition des
populations parentales locales (Baie de Quiberaur€ 4) et qui sont finalement assez rares,
nous aurions eu plus de mal a interpréter la comipogénétiqgue des échantillons de Bretagne.
Nous aurions peut-étre conclu que I'hybridationt dr&quente et serions resté avec notre
paradoxe en place. En réalité I'hybridation est edtrelle est trés difficile a détecter dans la
nature. Par contre les niveaux d'introgressionpdéshs enclavés de populations parentales sont
forts, notamment en Bretagne. Distinguer les dgp&g de populations, parentales introgressées
ou hybrides vraies, est important car il est ireutitaller étudier les mécanismes d'isolement
reproductif dans les populations introgressées.popslations sont polymorphes pour les locus
neutres mais fixées pour les alléles d’'un taxon gémxes d’isolement. Malheureusement, des
auteurs continuent a considérer ces populationsmeiybrides et y trient les individus sur la
base de leurs génotypes aux marqueurs pensargrimééirs génotypes aux genes d'isolement
(i.e. leur statut spécifique) alors qu'ils sont dans siteation intra-spécifique en fait. Je
reviendrai dans le chapitre 111.1.2 sur ce probleshesur I'étude des mécanismes d'isolement
reproductif.
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Figure 4 : Distribution de l'indice hybride et ; [intervalle de confiance a 95%], le déséquilibee d
liaison multi-locus de Barton (2000), dans difféeetypes de populations, |&& edulisde Mer du
Nord et du Golfe de Gascogne, I&& galloprovincialis du Portugal et de Bretagne et les
populations hybrides de la Baie de Quiberon (d'sgf&9).

Finalement, il n'y avait pas ou peu de paradoxes darstructure génétique forte observée

entreM. eduliset M. galloprovincialis trois zones indépendantes et étroites dans lbsgexiste
peu d'opportunité d'hybridation se cumulent poumfer une barriere forte au flux génique.
J'ajouterai que les études sur cette zone ont relamee a sélectionner les marqueurs les plus
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discriminants entre les deux espéces bien que la différentiation a été artificiefient gonflée
(A4). L'étude de locus choisis aléatoirement dé&vaite différentiation moins forte avec beaucoup
de polymorphisme partagé (Faure 2007).

Pour I'instant je n'ai pas encore vraiment parlé de sélection. Cependant, la difficulté
posée par |'étude de backgrounds génétiques définis par des génes d'isolement a
I'aide de marqueurs neutres est un premier jalon du message principal de cette HDR.
A partir du moment ot il y a un peu de recombinaison efficace entre génomes (/e.
introgression) les corrélations entre locus ne sont pas maximales et le génotype des
marqueurs heutres ne renseigne qu'imparfaitement sur le génotype des geénes
d'isolement: « gene # génome ».

Zone d’hybridation « classigue »:
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La différenciation est faible : le polymorphisme partagé
La différenciation est forte: les populations ont entre sous-especes (1) est la conséquence soit d'une faible
fortementdivergées etl'isolementreproductif estfort. divergence (polymomhisme ancestral partagé) soit de

I'introgression qui a suivi le contact secondaire.

Zone d’hybridation mosaigue:
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La différenciation entre les deux sous-espéces est la méme pour les
patchs périphériques (P) que pour les patchs enclavés (E). Le
polymormphisme partagé (1) correspond soit a une divergence faible, soit
aune introgression antérieure alamise an place de la mosaique.

Une différence de fréquence allélique entre les patchs enclavés (E) et
les patchs périphériques (P) ne peut-étre que la conséquence dune
introgression récente postérieure ala mise en place de la mosaique (2).

Figure 5: Introgressionversus polymorphisme ancestral partagé dans les zonegidation
classiques (mono-clinales) et les zones d’hybrdatmosaiques (poly-clinales, d'aprés Faure
2007).

7 C'est ce qu'il est préférable de faire quandooaite étudier les mécanismes d'isolement reptibduc

21



I1.3- Histoire du flux génique dans deux zones d'hybridation marines

Nous n’avons généralement pas acces aux genetedisot dans une zone d'hybridation et il
est nécessaire d'utiliser des locus marqueursalyae est souvent compliquée par la difficulté de
faire la part entre deux hypothéses qui expliquente deux l'existence de polymorphismes
partagés entre populations de part et d'autre done de contact : (i) l'introgression : le locteité
bien différencié avant le contact mais des fluxigées postérieurs au contact ont effacé en partie
ce contraste, (ii) la faible divergence (ou polyptosme ancestral partagé) : les fréquences
alléliques a ce locus, pour une raison ou pourautee, était faiblement différenciées au moment du
contact (Figure 5).

Ces dernieres années, les études sur les échaégesies entre génomes différenciés ont
intégré les développements modernes de la génétegipopulations et de la phylogénie appliqués
a l'analyse des séquences d’ADN (Hey, Machado, R003pplication des méthodes d’analyse
traditionnelle n’est pas immédiate et I'analyselaldivergence sans rupture totale du flux génique
est assez récente (Wakeley, Hey, 1997; Klimaal, 2000; Nielsen, Wakeley, 2001; Hey, Nielsen,
2004; Hey, Nielsen, 2007). Cette nouvelle discplnété baptisée la “génétique des populations de
la divergence” (“divergence population genetics”’P® Kliman et al, 2000). Le projet
« Bivalvomix: Génomique évolutive des bivalves mar» avait pour deuxiéme objectif d'appliquer
ces nouvelles méthodes de la DPG a des zones idatypn de bivalves marins.

11.3.1- Spéciation dans les abysses: analyse multi-locus de la divergence et du flux
génique entre deux espéeces de moules hydrothermales

La these de Baptiste Faure a en partie porté surolze d'hybridation des moules
hydrothermaleBathymodiolus azoricust B. puteoserpenti¢Al, Annexe 1). L'idée était que le
milieu hydrothermal était un bon endroit pour faile la DPG. Tout d'abord, les caractéristiques
environnementales originales de I'hydrothermalisom la source de spéculations sur I'importance
de l'adaptation dans les processus de spéciatitsuite, les populations profondes n'ont pas été
autant perturbées que les populations de surfackegascillations climatiqgues du quaternaire qui
ont eu des conséguences importantes sur la seugtnmétique et la spéciation (Hewitt, 1996 ;
2004). Enfin, comme pour le milieu marin cotiers lepportunités d'isolement géographique
semblent limitées. Il est important de précisergee les Bathymodioles possedent une phase de
dispersion par larves planctonotrophes. Nous esperpouvoir reconstruire I'histoire des flux
géniques au cours de la divergence des populatiodgntifier soit la trace d'un contact secondaire
soit au contraire d'un flux génique ininterrompuogN, 2008). Le polymorphisme de séquence
nucléotidigue de sept locus nucléaires et un logsilschondrial a été ajusté au modéle d'isolement
avec migration de Hey et Nielsen (Hey, Nielsen,72J00'analyse a montré (i) que les deux espéces
avait commencé a diverger il y a 760 mille ang, diie la taille efficace de la population Be
azoricuseétait de deux a cing fois plus grande que cellag®pulation dd. puteoserpentist de la
population ancestrale, (iii) qu'il existe ou a ag&igdu flux de génes entre les deux espéeces ajye/)
ce flux était principalement asymétrique BleazoricusversB. puteoserpentid.'asymétrie du flux
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génique peut étre expliguée de diverses faconsthéarie des zones d'hybridation prédit une
barriere génétique asymeétrique lorsque les densigepopulations (c'est a dire les tailles de
populations en modele discret) sont différentest(®a 1986) ou lorsque que la zone d'hybridation
est en mouvement (Barton, Hewitt, 1985; Buggs, 200@s deux explications peuvent étre valides
ici puisqueB. azoricusest connu pour avoir des populations de plus g=nailles et plus denses
gueB. puteoserpentist que les courants abyssaux pourraient favouisatéplacement de la zone
vers le nord. Il est aussi possible que cette aBigrebit la conséquence de mécanismes d'isolement
reproductif générant une asymétrie de I'hybridatisoit générale a I'échelle du génome, soit
localement en fonction du ou des genes d'isolerpantipalement responsables de la barriere
agissant sur les locus étudiés. En y regardantie grés, un des huit locus (17% du génome)
montre une Iégére tendance pour une asymétriaiguéinique dans le sens opposé des sept autres.

Le décryptage de l'histoire des flux géniques s@sré une tache beaucoup plus délicate
gu'attendu pour deux raisons: (i) Tout d'abord ledéhe sous-jacent est un modele avec flux
génique constant au cours du temps, homogéne sitds locus et avec des hypotheses fortes sur
la stabilité démographique ou la neutralité desido@bsence de sélection qu'elle soit directe ou
indirecte). Or, nos populations dévient indénialdaimde ces hypothéses : la barriére est semi-
perméable (les flux géniques sont différents eloias), I'équilibre démographique n'est pas avéré,
des indices de sélection directe (A8) ou indiréldeus SAHH, Annexe 1) ont été identifiés. (ii) Le
parametre inféré par statistique bayésienne egt IldAoyendes événements de migration. La
meéthode délivre une distribution postérieure dparametre, parameétre qui est une moyenne. Cette
distribution est trop facilement interprétée comlaedistribution des événements de migration
(Nosil, 2008). En fait, la distribution nous donliecertitude sur I'estimation du parametre sous le
modele considéré (statistique bayésienne) maiarenmetre n'est autre que la moyenne des ages des
événements de migration. Pour mieux comprendraopel'exemple factice de I'existence de deux
contacts secondaires d'intensité et de durée glergj I'un ancien (disons 500 mille ans) et l'autre
plus récent (disons 50 mille ans), une histoire glewe qui n‘est pas considérée dans le modele a
juste titre (nous n'en finirions jamais de compiexiles modeles et de ne plus savoir ce qu'on
infere). L'age moyen des événements de migratiit $etermédiaire aux deux contacts (275 mille
ans), une période durant laquelle il n'y avait gascontact. Nous pourrions trés bien avoir des
données qui soutiennent fortement ce résultatesi Que la distribution formerait un pic net centré
sur cette valeur.

Appliqué a nos données nous avons estimé quertiagen des événements de migration était
autour de 400 mille ans (pour une divergence den7iié ans), ce qui n'est pas en accord apparent
avec I'hypothése du contact secondaire. Nous aatmms cherché d'autres indices d'une période
sans flux génigue dans I'histoire de divergencé.(Aindice le plus flagrant a été observé sous la
forme de recombinaison intragénique au locus GEIBame la recombinaison ne peut se produire
gu'entre alleles ségréguant dans la méme populateorirace d'une reprise récente de la
recombinaison entre deux clades d'alleles divesgest un bon indice d'une introgression
secondaire. Nous avons reconstruit la généalogi® gue les événements de recombinaison du
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locus GF1B (Figure 6). La recombinaison entre delades d'alleles divergents n'est observée que
dans les derniers 10-20% les plus récents de léafggie, ce qui permet une estimation trés
grossiere d'une reprise de la recombinaison deégf4200 mille ans. A ce stade, il est difficile de
donner une réponse tranchée sur la question déoltie du flux génigue pendant la divergence de
ces deux espéeces. De mon point de vue cependagtdario d'un arrét complet du flux génique au
moins pendant la phase initiale de la divergence'wt contact secondaire assez récent avec
formation d'une barriere semi-perméable, semblg pduicimonieux.

Absence de
recombinaison

>N
7 N

Reprise de la
recombinaison

pd

L [ e

| iesd

Figure 6 : Généalogie et histoire mutationnelle (pointsjeebmbinationelle (traits gris)
du locus GF1B cheBathymodiolus azoricustB. puteoserpentis

11.3.2- Analyse du contact secondaire entre les moules Mytilus edulis et M.
galloprovincialis

La thése de Matthieu Faure a porté sur la zonebdtation des moules cotierddytilus
edulisetM. galloprovincialis Pour cette zone, le scénario d'un contact seaendea faisait que peu
de doute bien gu'il n‘ait jamais été formellemedrndntré. De plus, une variation forte des niveaux
de différentiation était connue mais il n'était pagré que cette variation soit la conséquence=d'un
hétérogénéité de l'introgression aprés contacti@parsemi-perméable) plutét qu'une hétérogénéité
forte de la différentiation avant contact (Figujelqa structure mosaique de la zone (Figure 3) nous
a tout de méme offert I'opportunité d’identifiemfrogression postérieure a la mise en place de la
mosaique. Pour ce faire, il faut comparer les feadgas alléliques des patchs périphériques aux
fréquences alléliqgues observées dans les patcHavéac Le différentiel de différentiation est
interprété comme la conséquence de l'introgresgtajure 5). La figure 7A présente les fréquences
alléliques de 13 locus dans les quatre patchs oles drancaises (A2, Annexe 2). La figure 7B
montre le différentiel de fréquence allélique emd&® populationd/. galloprovincialiset M. edulis
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Ap, entre les patchs enclavés en fonctiompentre les patchs périphériques. Tous les poarts s
en dessous de la premiere diagonale, montrant kémsstence d’une introgression plus avancée
dans les patchs enclavés de la mosaique. Cepetear@carts a la premiere diagonale sont tres
variables entre locus, dévoilant une hétérogérggdtédomique de lintrogression et démontrant la
nature semi-perméable de la barriere. Le locus [emuel le différentiel d’introgression est le plus
marqué est le locusac-1 en gras sur la figure 7, un locus dont le congmeént surprenant, a
savoir une introgression tres forte des populati@nsgalloprovincialis de Bretagne contre une
introgression faible ddgl. galloprovincialisdu Portugal, avait été identifié précédemment (A16
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Figure 7 : Différentiels d’introgression entre les patcimelavés et les patchs périphériques de la
zone hybride mosaique des mouldgilus eduliset M. galloprovincialis (A) Fréquence de l'allele
synthétique G de 13 locus dans les quatre patches ztene (A2). Le trait gras correspond au locus
mac-1 qui dévoile une introgression particulierementtdodans le patch enclavé de Bretagne
comparé au patch périphérique. (B) Différentiel fdmuence allélique entre les populatidvis
galloprovincialiset M. edulis Ap, des patchs enclavés en fonctionAgudes patchs périphériques.
Le carré noir correspond au loausic-1
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Malgré les atouts de la structure mosaique, le omndjinformation sur les relations
phylogénétiques des alléles ne permettait pas amséuire I'histoire de la divergence et du flux
génique. Nous avons donc ajusté le modele d'isoienawec migration aux données de
polymorphisme de séquence nucléotidique de quatrnas|nucléaires et un locus mitochondrial
(Annexe 2). Il n'a fait aucun doute que les hyps#isedu modéle étaient violées et I'analyse multi-
locus s'est révélée impossible puisque des parasétipposés identiques entre locus dans le
modele ne I'étaient manifestement pas. Tout d'gbpisieurs des locus utilisés ont dévoilé des
indices de l'effet de la sélection indirecte effquarpeut-étre méme de la sélection directe (Annexe
2, Annexe 3, Riginos, McDonald, 2003). De ce fad hiveaux de diversité étaient tres différents
entre locus. Ensuite, la semi-perméabilité de tadra s'est traduite par des estimations desdaux
migration trés différents et dans des sens oppusdsies différents locus (Tableau 2). Cependant,
malgré ces différences entre locus, les estimatibngemps de divergence et de I'dge moyen des
événements de migration se sont révélées étrsitndlaires entre locus.

Tableau 2: Estimation bayésienne des parametres démographiuenodele d'isolement avec
migration de Hey and Nielsen (2007)

Locus Ne: Nes Nea Me_E Me_c t mtime
MytilinB 0310 0210 0.4 10 0.01 0 0810 2610
MGD2 1610 0416 0416 0.04 0 1.710 3610

EFlx 031 1016 0716  0.0003 0 1.5 10 0
LysinM7 0116 0110 0.216 0 0.005 1119 1210
mtDNA 1516 0610 0610 0 0.0009 0810 5910

5-loci 0516 0416 0610 0.002 0.0003 1.1f0 25106

Ne, taille efficace de la populatioM. edulis Neg, taille efficace de la populatio. galloprovincialis Ne,, taille
efficace de la population ancestrafa; .z, migration degalloprovincialis versedulis mg_ g, migration dédulis vers
galloprovincialis t, temps de divergencaitime age moyen des événements de migration.

Le temps de divergence est estimé a 1 [0.5, 2Janilll'année et 'age moyen des événements de
migration a 25 [0-200] mille ans, en accord avégpothése du contact secondaire récent. En fait,
ces estimations sont conformes a celles que nausnayu faire directement sur les mesures de
divergence par des mécaniques d'horloge molécutaireles phylogénies des alleles dévoilent
toutes une trace d'une divergence longue sous rtaefale deux clades d'alléles divergents.
Cependant, suivant les locus l'introgression etet@mbinaison ont plus ou moins commencé a
effacer la trace de cette divergence (Figure 8jn@e pour le locus GF1B d&athymodiolusle
locus Mytilin B desMytilus dévoile une reprise récente de la recombinaistne afieles divergents
(Figure 9).
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Figure 8. Réseaux phylogénétiques realisé par la méthodéedibhorNet (Bryant, Moulton, 2004;
Huson, Bryant, 2006) sur cing génes analysés chesz rhoules Mytilus edulis et M.
galloprovincialis Les alleles échantillonnés dans les patdhgjalloprovincialissont représentés
par des points noirs, ceux échantillonnés dangaiehsM. edulissont représentés par des losanges
blancs. L'échelle des longueurs de branches indigaas les réseaux correspond a une divergence
de 1% (d'apres Faure 2007).
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Figure 9: Généalogie et histoire mutationnelle (points :tations silencieuses, croix : mutations
non-synonymes) et recombinationelle (traits grig)loicus Mytilin B chez Mytilus eduliset M.
galloprovincialis(d'apres A2).
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III- Marqueurs moléculaires et sélection

Dans le premier chapitre, j'ai présenté des travguixn'avaient pas vraiment pour but
d'étudier la sélection mais plutbét de décrire leediité génétique et sa distribution spatiale, et
d’inférer I'histoire des populations. Une fois biappréhendées les caractéristiques biologiques,
écologiques et génétigues du modele ainsi quetdinés des populations, il est possible de
s'intéresser a la sélection. Comme annoncé erdinttion, j'ai principalement adopté une approche
indirecte sur des données de polymorphisme. Jemersi ces approches dans un premier sous-
chapitre. Pendant mon post-doc avec Adam Eyre-Wadkéuniversité du Sussex, je me suis
intéressé a une approche directe de I'étude dedeti®on sur des données incluant des substitutions
dans la divergence entre especes. Bien qu'en rdargessage principal de cette HDR car abordant
une échelle de temps différente, ces résultatscap@ndant importants pour la compréhension des
mécanismes agissant a des échelles de temps pittescpuisqu'ils renseignent sur la fréquence a
laquelle des fixations favorables balayent la diitérdes génomes. Dans un troisieme sous-chapitre
je présenterai des résultats qui laissent suspkecticouverte de polymorphismes adaptatifs dans
des peptides antimicrobiens de moules sans tostpfnivoir le conclure avec assurance.

II1.1- Relations indirectes

l1l.1.1- La consanguinité générale du génome explique les corrélations
hétérozygotie / valeur sélective.

Il existe une littérature abondante sur la dématistn d’une corrélation entre I'hétérozygotie
individuelle multilocus (le nombre de locus a ttéiatérozygote chez un individu) et des traiteeeli
a la valeur sélective comme par exemple la crotssan la survie (David, 1998). La plupart des
études des corrélations entre I'hétérozygotie settoats phénotypiques a été réalisée a l'aide de
marqueurs allozymiques. Ceci était a I'origine ddébat sur les causes de ces corrélations. lhest e
effet difficile de trancher entre les hypotheses considerent les allozymes comme l'agent
responsable de la corrélation (superdominancetdirest les hypotheses qui les considérent comme
des marqueurs neutres des conditions génétiqupsnsables de la corrélation (superdominance
associative). Mes travaux sur I'huitre et la creveint permis de montrer que I'hétérozygotie de
locus réputés neutres comme les microsatellitesrygibiégalement étre corrélée a des traits
phénotypiques (A27, A23). Or, dans une grande @joul panmictique, I'hétérozygotie des
marqueurs neutres n'est pas corrélée a celle ttes ggnes (Jacquard, 1975; Chakraborty, 1987), y
compris ceux qui déterminent la valeur sélective. tBlles corrélations ne peuvent de ce fait
apparaitre que dans des conditions populationngkgsparticulieres.

Une approche théorique a permis de montrer queareslations étaient la conséquence de la
consanguinité et de sa variation interindividualens les populations (A22). Le coefficient de
détermination entre I'hétérozygotie individuellaramarqueurH (H prends la valeur O si I'individu
est homozygote et la valeur 1 si l'individu es€h&tygote), et la valeur sélectivl, peut s'écrire:
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EH) _o*(f)
1-E(H) 1-€(f)

r(HW)=

ou EH) est I'espérance de I'hnétérozygotie individuadlest a dire I'hétérozygotie de la population),
(f) est la variance et f(I'espérance de la consanguinité individuelleteCistrmule est générale,
elle est obtenue sans faire d'hypothése sur latateude la population. Dans ce modéle la liaison
physique des génes peut étre intégrée comme unposamte de la variance de consanguinité
(Weir et al, 1980). Ce résultat montre I'importance de I'exise de variation interindividuelle de
consanguinité pour générer une corrélation. Cepgndd'équilibre démographique cette variance
est tres faible (Jacquard, 1975), tout le mondera@me consanguinité (la méme hétérozygotie que
ce soit aux locus marqueurs ou aux locus de fijn€dspendant, dans les phases initiales d'un
goulot démographique, la variance de consangugétérée par le hasard des unions est grande
(Jacquard, 1975) ef(H,W) est plus grand qu'a I'équilibre (Figure 10, A2Byautres facons de
générer une variance de consanguinité sont l'atoéation partielle (Charlesworth, 1991; David,
1999) ou la phase initiale d'un mélange de popmuiatayant divergé en allopatrie (Tsitrogteal,
2001).
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Figure 10: Effet de I'age du goulot démographique et dealde du génome (c'est-a-dire de la
liaison physique) sur l'avantage apparent des bgygotes a un marqueur neutre (AO). Les
résultats de simulations en absence de liaisorr, pogénome de 10 Morgans et de 1 Morgan sont
représentés respectivement par des cercles, daglas et des carrés. Les courbes sont les attendus
analytiques. La taille de la population Bst20, le mode de reproduction est la monogamiegug t
de mutations déléteres genomiqueldsl, le coefficient de dominance ést0.3, le coefficient de
sélection contre les homozygotes déléteressel105, I'hétérozygotie initiale du marqueur est
Ho:O.9.
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Un résultat qui me tient & coeur est que la liaglysique n’est pas une cause suffisante a
I'existence d’une corrélation (A22, Ohta, 1978} son effet est faible pour des génomes de taille
réaliste (>1 Morgan, A22). Imaginons comme le sugdes études sur le fardeau génétique (ex.
A27, revue dans Eyre-Walker, Keightley, 2007) gee Variations de valeur sélective sont la
conséquence d'un grand nombre de mutations dé&é&tparties aléatoirement dans le génome. Un
marqueur génétique sera sous linfluence d'un gramibre de délétéres non liés (sur les autres
chromosomes par exemple) qui auront individuellenoeneffet faible, et sous l'influence d'un tout
petit nombre de délétéres lies physiquement quordumdividuellement un effet fort sur le
marqueur. Il suffit d'avoir quatre fois plus deatéles non liés pour que la somme des effets faible
des délétéres non liés dépasse la somme desfeftstsles délétéres liés, ce qui est par exemple le
cas des especes avec plus de cinqg chromosomes (A22)

Depuis ces travaux, une hypothése alternativeéestlans la littérature. Le point de départ est
comme énoncé plus haut que dans une populatiorsed'agrande taille et a I'équilibre
démographique, I'homozygotie d'un marqueur génetiggnseigne tres peu sur I'homozygotie
globale du génome, c'est-a-dire la consanguinitbvituelle. Au lieu de remettre en cause
I'hypothése d’équilibre et de rechercher des stmest de populations permettant de générer ces
corrélations, comme nous l'avions fait (A22), & suggéré que la dépression de consanguinité ne
pouvait pas étre la cause des corrélations hétgotizy/ valeur sélective et que certains locus
étaient fortement lié a un locus sous sélectiomarae (Ballouxet al, 2004; Pemberton, 2004;
Hansson, Westerberg, 2008). Le paradoxe est quwrgre de locus sous sélection balancée
devrait alors étre incroyablement grand pour quiaisse tomber aussi facilement juste a coté avec
une poignée de marqueurs microsatellites. Or,l&ctén balancée n'est pas un mode de sélection
trés répandu dans les génomes (Charlesworth, 2Q0&yeur de cette littérature est qu’une
corrélation d'hétérozygotie entre deux locus mééserl'est rien d'autre que de la consanguinité. De
plus, la liaison physique n'est pas génératricgadequilibre de liaison mais simplement promotrice
(pour simplifier, la liaison favorise la geneseaentit la dissipation du déséquilibre de liaisddi,
les processus générateurs de consanguinité localesmele chromosome génerent inévitablement
de la consanguinité globale. Ces processus soodriaanguinité aléatoire (aussi appelée dérive
génétique, Hartl, Clark, 1989), la consanguinitésté@yatique, comme par exemple
l'autofécondation partielle (Malécot, 1969), ou daucture des populations (Barton, 2000a).
Malheureusement, comme la corrélation est souablkef et que la variance de l'effet entre locus
est énorme, on peut avoir I'impression que cerfaiss sont fortement corrélés au phénotype alors
gue d'autres ne le sont pas (par ex. Lieutenans€lios Bernatchez, 2006). Cependant, cette
observation ne résiste pas a I'analyse statistiqppeopriée de David (1997).

8 Ohta (1973) disait “detrimentals on different anasomes will also contribute to increase the assivei
overdominance, roughly by the amoua2N.c=0.1% per chromosome”, alors qu’elle inférait juatent que les
délétéres du chromosome du marqueur avait unedupérance associative de 0.3% (3 fois plus seul®men
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Figure 11: Evolution de I'hétérozygotie lors d’un goulotrdégraphique soutenu. La courbe est
I'attendu neutre, les carrés présentent les résudasimulations pour un génome de 10 Morgans et
les cercles les résultats de simulations pour mommé de 1 Morgan. Les parametres sont les méme
gu’en figure 10.

La sélection indirecte n'est pas la sélection. Posons ici un deuxieme jalon au message
de cette HDR. La sélection observée dans les études des corrélations hétérozygotie /
valeur sélective n'est qu'apparente. Si a une génération donnée, le génotype neutre
procure une information sur les genes sélectionnés, ces derniers n'ont pas d'effet
directionnel sur I'évolution des marqueurs neutres. En absence de liaison physique,
I'hétérozygotie n'est pas maintenue par la sélection (Figure 11). En présence de liaison
physique, |'effet des mutations déléteres, si elles sont assez densément réparties sur
le chromosome, est tout de méme d'augmenter légérement la taille efficace du locus
neutre dans une petite population (Figure 11, Ohta, 1971; Latter, 1998; Pamilo, Palsson,
1998; Palsson, Pamilo, 1999). Dans les grandes populations, |'effet est inverse et les
délétéres liés a un locus neutre diminuent sa taille efficace, c'est la sélection
d'arriere plan (background selection, Charlesworth et a/,, 1993; Charlesworth, 1994).
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111.1.2- Mécanismes d’isolement reproductif en milieu marin

Les zones d'hybridation sont souvent présentéesneotes laboratoires naturels pour étudier
la spéciation (Hewitt, 1988). En effet, elles cependent a des situations intermédiaires dans
lesquelles des différences génétigues se maintiénae moins temporairement, malgré I'existence
de flux génique. Elles sont comme des arréts sagée spéciations en cours, qu’elles se soldent
ou non par la formation de deux especes. Les zwhgbridation nous donnent ainsi l'opportunité
précieuse de pouvoir étudier les mécanismes reaplassdu maintien de la cohésion génétique des
especes.

Dépendance al'environnement

Endogéne Exogéne

Isolement écologique:

Spécialisation d’habitat et
reproduction dans 'habi

Isolementtemporel:
Reproduction
asynchrone

Isolementsexuel:
Accouplement
préférentielle

Pré-zygotique

Isolementgamétique:
Feécondation
préférentielle

Contr.e— Choix d’habitat
sélection

Reproduction

Cycle de vie

des

hybrides

Sélection dans
'habitat

Post-zygotique

Stérilité hybride

Figure 12: Classification des mécanismes d’isolement repetilen fonction de leur dépendance
a I'environnement et du stade du cycle de vie amerd duquel ils interviennent

La figure 12 présente un exemple de classificatie® mécanismes d’isolement reproductif.
Pendant ma these, je me suis attaqué a I'étude plipart de ces mécanismes en profitant d’'une
avancée technologique, les marqueurs génétiquess [sas I'amplification de 'ADN par PCR.
L’avantage était double. Tout d’abord, grace arems/eaux marqueurs, je disposais de locus dont
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la neutralité ne faisait que peu de doute, a ladgadifférence des allozymes. Dans les zones
d’hybridation, I'idéal est d’avoir acces aux gergsolement, les seuls formant des clines de
frequence allelique stables dans le temps. Alteme@ient, |'utilisation de marqueurs neutres est
possible si les déséquilibres de liaison l'auterist si I'introgression est convenablement prise e

compte. Le pire est I'incertitude, des locus quunpaient bien étre intrinsequement neutres mais
pour lesquels le doute existe d’une possible imfibin directe dans I'isolement reproductif. C’était

le cas des allozymes. Le deuxiéme avantage étaiton’ enfin acces, grace a la PCR, aux
génotypes des stades précoces du cycle de viarles et les jeunes recrues (A15, A28).

Pour étudier les genes d’isolement avec des marsjmewitres dans les populations naturelles,
je me suis placé dans des populations avec dedésesquilibres de liaison, dans lesquels les genes
d’isolement sont polymorphes. Comme je 'ai expdqulus haut, ces populations se sont révélées
étre rares (chapitre 11.2), mais nous les avonsdusement découvertes dans la Baie de Quiberon
en Bretagne sud. Cette approche est trés puispantemettre a jour des mécanismes impliquant
des différences phénotypiques entre les deux espdcmus avons découvert :

0] un asynchronisme partiel de pontgA15),

(i) un choix d’habitat au moment de la fixation des larves (A15, A19),

(i)  une sélection directionnelleen faveur des génotypkk galloprovincialis(A19).
Cependant, cette approche est trés problématigsguion s'intéresse au phénotype des hybrides.
Tout d’abord parce que les hybrides qui nous ist&et sont probablement tres rares dans la
nature. Sinon la barriere génétique au flux génigetre ne serait pas efficace (Barton, Hewitt,
1985; Barton, Bengtsson, 1986) et la zone d’hyliodan’aurait pas été découverte avec des
marqueurs neutres. Ensuite, parce que la carattérisdes génotypes hybrides avec quelques
marqueurs est tres peu précise. S'il est assaaeffide discerner un pool d’individus plutdiulis
et un pool d’'individus plutégalloprovincialiset de comparer leur phénotype, il est peu effichece
discerner un troisieme pool d’individus classé camnhybrides car il contiendra beaucoup de
génotypes introgressés (c'est-a-dire surtout hgbriux marqueurs neutres mais principalement
homospécifiques pour les génes d’isolement). Ecintaines études ont analysées des populations
a I'équilibre de Hardy-Weinberg et de liaison gtétaient probablement méme pas polymorphes
pour les génes d’isolement (Gardner, 1994; Hillwstal, 2003; Coghlan, Gosling, 2007). Toutes
ces raisons font que la dépression d’hybridatidougours été suspectée étre inexistante chez les
Mytilus.

Afin d’obtenir les génotypes hybrides désirés (4, rétrocroisements) dans des proportions
importantes et controlées, le seul moyen est diseéades croisements en laboratoire. Cette
approche a permis de dévoiler deux autres mécasidhselement :

(iv)  desfécondations préférentielleentre conspécifiques (A18),
(v) unedépression d’hybridation, notamment pendant la phase larvaire (A10).
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L’étude des croisements F2 réalisés pendant |le sagsmus de Marta Szulkin, nous a permis de
progresser dans la compréhension des bases g@setiqula dépression d’hybridation. Si les F1
sont hétérozygotes EG sur tout le génome, les E2epe étre EE, EG et GG a chaque locus, toutes
les combinaisons étant produite en proportion migmtées. La figure 13 présente les paysages de
fithess bi-locus (Gavrilets, 2004), c'est-a-dirse furvies (ici standardisées par celle du meilleur
génotype) des différents génotypes bi-locus dameseendance F2. Les survies sont obtenues en
comparant les fréquences génotypiques 36h aprdééctmdation aux fréquences génotypiques
observées a 200 jours. La premiére tendance estvantage pour les génotypes les plis
galloprovincialis Cependant, on remarque que le génotype le mabge\vest toujours un géenotype
homozygote EE a un locus et homozygote GG a I'datnes. Les deux génotypes EEGG et GGEE
sont toujours moins viables que le double hétéroy(EGEG) qui présente pourtant la méme dose
d'alléles G.

mac-1
EE EG GG

GG 01 07 1
EG 04 05 03
EE 02 02 O

EFbis

EFbis
EE EG GG

GG 03 05 1
EG 0.1 06 09
EE 02 04 01

1 mac-1
0.8 EE EG GG
0.6 GG 05 09 08
0.4 ,
0.2 GG, EG 04 1 09
0 EG »
EE & EE 04 05 0.1
EE Y

Gku-5’

Glu-5

machG
1 Locus 1
0.8 EE EG GG
0.6 « GG 02 07 1
0.4 N
0.2 GG 3 EG 04 08 07
0 EG s}
EE - EE 03 04 02
EE g
GG

Figure 13: Paysage de fitness bi-locus : survie normaliséssdifféerents génotypes F2
de Mytilus sur trois paires de locus (d’apres A10). Le pagsdig bas est la moyenne

symétrique des trois autres.
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En outre, au moins I'un de ces deux génotypespipdds deux, est (sont) moins viable(s) que les
génotypes EEEE. Comme ici chaque alléle marquegife@ du segment chromosomique qui
I'entoure, ces résultats montrent que chaque sefgchemmosomique pris au hasard comportent au
moins une incompatibilité dites « Dobzhansky-Muke(Orr, Presgraves, 2000) avec un autre
segment chromosomique pris au hasard, et que ossnpatibilités sont la conséquence de
substitutions récessives. Ces résultats sont emrdhewec la théorie de la dominance de l'isolement
post-zygotique de Turelli et Orr (2000). De plus, suggérent que le nombre de substitutions
Dobzhansky-Muller est tres grand dans les génombsytlus.

L’expérience a fini par conforter la théorie cargrand nombre d’incompatibilités endogenes
distribuées dans le génome est la meilleure fagooréer une barriere génétique efficace au flux
génique neutre (Barton, Bengtsson, 1986).

L'absence de dépression d’hybridation entre espéces de Mytilus est longtemps restée
un fait établi. Comment expliquer alors que nous découvrions finalement une multitude
de locus de dépression d'hybridation ? La raison que j'invoque est que précédemment
les individus utilisés pour estimer la valeur sélective des hybrides étaient des
individus introgressés, c'est-a-dire des hybrides qui ne possédent les alleles que d'un
seul taxon aux genes d'isolement mais possédent les alléles des deux taxons pour
certains marqueurs. Le troisieme jalon de cette HDR est: pour étudier les locus
sélectionnés avec les voisins neutres mieux vaut s'assurer que le polymorphisme
sélectionné est bien présent dans les populations étudiées ; le polymorphisme du
marqueur neutre ne nous l'assure pas.

II1.2- Relations directes

111.2.1- Une proportion importante des substitutions en acide aminé sont fixées par
la sélection darwinienne positive

Quelle est la proportion des substitutions fixéas lp dérive génétique et quelle proportion
par la sélection positive ? Pour répondre a caisstipn trés ancienne en évolution moléculaire
(Kimura 1983), il est utile de comparer des donrdepolymorphisme entre génomes d'une méme
espece/population et de divergence entre espepedations. Cependant, pour pouvoir
correctement inférer les forces évolutives qui sai$ sur les mutations, il faut pouvoir calibres le
parameétres communs aux deux types de donnéescé@laur faut une référence neutre. McDonald
et Kreitman (1991) ont proposé d'utiliser les migiag synonymes, qui ne provoquent pas de
changement d’acide aminé dans la protéine, comféeeree neutre pour inférer la direction de la
sélection agissant sur les mutations non-synony(geg elles, provoquent un remplacement
d’acide aminé). Il a été prédit que cette approeppliquée a un grand nombre de génes, allait

permettre d’évaluer l'importance de la sélectiomsdd’évolution du génome d'une espece
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(Brookfield & Sharp 1994; Kreitman & Akashi 1995hais ce n’est que tres récemment que des
données de polymorphisme sont devenues disponsiesin nombre suffisant de genes chez
guelques especes comme 'lhomme ou la drosophiteptamieres estimations génomiques du taux
de substitutions adaptatives sont surprenante$%-~@éntre le chimpanzé et 'homme (Fay et al.
2001) et ~45% entr®rosophila simulanset D. yakuba(Smith & Eyre-Walker 2002) seraient
adaptatives. Cependant ces estimations étaienedasg un calcul simple ou les variations des
parameétres évolutifs (taux de mutations ou taiffecace) entre les génes n'étaient pas prises en
compte. J'ai développé une méthode permettant lyserapar maximum de vraisemblance un
grand nombre de genes sans que le polymorphisnohat®in d’eux ne soit nécessairement fort,
tout en prenant en compte les variations génomigessparametres évolutifs (A13). Une telle
approche globale est indispensable car la varideseestimations géne par gene est tres forte. Il a
ainsi été montré qu’'un modéle a taux variable egéees n’'est pas significativement meilleur
gu’'un modele a taux unique et donc que le tauxutbstgutions adaptatives est remarquablement
constant entre les genes. La nouvelle méthode apétigjuée sur plusieurs jeux de données utilisant
le polymorphisme disponible soit chBz melanogastesoit chezD. simulanset diverses données
de divergence entr®. melanogasterD. simulanset D. yakuba Ceci a permis d’obtenir une
estimation fiable et conservatrice du taux de suwiteins adaptatives de ~25% dans la lignée
simulans soit une substitution adaptative toutes les 68ations. Ce taux est plus élevé que ne
lavait prédit Kimura dans sa théorie neutralise l&volution moléculaire (Kimura 1983).
Cependantijl reste vrai que la sélection positive n'agit quesur un tout petit nombre de site
dans un génome a un moment donpndaiguille de I'adaptation en action est noyéaglia botte

de foin du génome.

Au cours de mon travail post-doctoral, j'ai été adea m’intéresser aux taux de
substitutions synonymes. Je me suis alors rendyteomue différentes méthodes d’estimation
donnaient des résultats trés différents et quedthode qui donnait des résultats erronés étagien f
la méthode reconnue auparavant comme étant lafiploie, celle de Goldman et Yang (1994)
implémentée dans le logiciel PAML (Yang 1999). Léthode de Goldman et Yang surestime la
proportion de sites synonymes et donne des résuttabrrects pour les génes fortement biaisés
pour l'usage du code (Al4). Cette découverte d@éasion de faire le point sur la notion de taux
de substitution par site synonyme ou par site nmeisyme (voir encadré 1), une notion dont le
coté abstrait est souvent ignoré des utilisateedndle taux de substitution non-synonyme par site
non-synonymeds le taux de substitution synonyme par site synangirdu ratian/ds

36



Encadré 1 : Le concept de proportion de synonymie’dne séquence codante.

Ce ne sont pas les sites d'une séquence nuclamidiogdant une protéine qui sont synonymes
modifiant pas la séquence en acides aminés) owsyrmomymes (modifiant la séquence en ac

(ne
des

aminés) mais les changements entre séquences. stmgpque nous observions 10 changements
synonymes et 10 changements non-synonymes entxesdguences. Cela signifie-t-il que les taux

de substitutions non-synonymes et synonymes sentiglies ? La réponse est non car la strug
du code génétique fait que les possibilités de tiams non-synonymes sont environ quatre |

ture
(o]

plus nombreuses que les synonymes. Dans la prapque que les taux de substitutions synonymes

et non-synonymes soient directement comparables doerchons a les ramener a une valeur
site. Ces taux par site sont virtuels puisque ies s1'ont pas de realité physique. Appetiss

par

(parfois Ks) pour les taux synonymes éh (parfois Ka) pour les taux non-synonymes, ils sont
estimés en fonction du choix d’un modele d’évolntides séquences. Il existe une douzaing de

méthodes pour estimen etds (A14). Le modeéle d’évolution intervient tout d’aldoau niveau de

I'estimation du nombre de changements. Il sertsadocorriger pour les substitutions multiples.
I'hnomoplasie). Le modéle intervient aussi pour ctanfes nombres virtuels de sites synonyme
non-synonymes dans la séquence étudiée. Par exempldes trois mutations possibles
troisieme position d’'un codon dégénéré deux foeyxdmutations sont des transversions n
synonymes et une mutation est une transition symenyi le ratio transition/transversion, ts/tv,
considéré étre eégale a 1 comme dans le modelebdétation le plus simple (Jukes, Cantor, 196
la position est comptée comme 1/3 synonyme. Si ¢sftt considéré étre différent de 1 comme d
le modele a deux parametres (Kimura, 1980), latiposisera comptée comme ts/(2tvH
synonyme. Cette valeur est par exemple de 1/2 pous/tv de 2 et elle tend vers 1 lorsque t
augmente. Ce concept un peu abstrait d'un site éa afipelé le concept d'« opportun
mutationnelle » (A14). Il est poussé dans sa stiphi®n la plus extréme dans le modéle
Goldman et Yang (1994) qui incorpore le biais dgesales codons en plus du ratio ts/tv. Il
déconseillé d'utiliser ce concept lorsqu’on s’ieEse aux taux d’évolution absolus, par exen
lorsqu’on souhaite comparer les taux d’évolutiotreergenes qui ont des compositions en bg
différentes. Il est alors préférable d'utiliser emncept « physique » du site en étudiant par exe
le taux de substitution de la troisieme positios dedons dégénérés quatre fois (Al4). Lorsq

s'intéresse au ratio=dr/ds, c'est un peu différent. Ce qui nous intéressa d'estimer a partir de

'observation des mutations synonymes, la proportdes mutations pouvant étre non-synonyt
dans le géne étudié avant l'action de la sélectivems cette situation, I'utilisation du conce
d’'« opportunité mutationnelle » dans une versioab@tée peut-étre préférable. Le modele
Goldman et Yang (1994) a prouvé sa primauté, draydtus que les parametres sont ajustés
facon élégante par maximum de vraisemblance, paameie comparer divers modeles embg
dans lesquels le paramétsepeut varier dans les branches d’une phylogéniag@y£998) ou entrs
positions d’'une protéine (Yargg al, 2000).
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111.2.2- Effet délétére des mutations introniques polymorphes du géne EFla chez
les modioles hydrothermales du genre Bathymodiolus

J'expose ici brievement un résultat obtenu dansaldre des travaux de these de Baptiste
Faure. Ce petit travail me permet d’illustrer qeeplssible effet d’'une sélection directe sur le
polymorphisme étudié n’est pas une hypothese écargmblé. D’'autant plus que l'effet direct
d'une sélection négative tres faible sur les maretipolymorphes ressemble beaucoup a l'effet
indirect de la sélection positive (balayage sélecthin observe un exces de polymorphismes rares
par rapport a I'attendu de I'équilibre mutationigér(Tajima, 1989). Il m’'intéresse donc de trouver
comment discriminer les deux. En combinant des éesre polymorphisme d’especes proches et
des données de divergence, il nous est apparubpsis distinguer les deux effets car il est tres
peu probable d’observer un balayage sélectif de en@bensité, de méme age et au méme endroit
du génome chez deux espéces. En étudiamdts/modiolusnous avons observé un fort excés de
polymorphismes introniques rares au géif€la dans toutes les especes étudiées alors que les
autres locus ne déviaient pas de l'attendu neutdquilibre mutation-dérive. De plus, la
divergence intronique observée a ce gene s’estée\xeaucoup plus faible que pour les autres
genes, en accord avec une action de la sélectioiiapte. Il a donc été conclu que les mutations
introniques polymorphes du géreFla étaient sous contraintes seélectives faibles clesz |
BathymodiolugAS).

II1.3- Relations incertaines

Pendant le stage de master d’Eva Boon et la theddalthieu Faure, nous nous sommes
intéressés a deux genes choisis en raison derf@dassdans 'immunité. Trop d’espoir est souvent
mis dans cette approche « génes candidats » attilréster trés prudent sur linterprétation des
résultats issus de cette approche. Le moindreamiicsélection sur un gene a la fonction connue, et
prétendue étre trés importante dans l'adaptatio efpeces, peut facilement glisser vers une
interprétation hative de la sélection directe malfubiquité de la sélection indirecte dans les
génomes (Li, Stephan, 2006; Charlesworth, 2009).

Les peptides antimicrobiens (PAMs) sont produits pes animaux, les plantes, les
champignons et les bactéries pour se défendreectagrattaques microbiennes. lls agissent sur la
structure de la paroi bactérienne et ont généraleme spectre d’action assez large. De plus
certains auteurs ont suggéré que leur mode d’acteopermettrait pas facilement aux bactéries
d’acquérir des résistances efficaces (Zasloff, 2002 n’attend donc pas, a priori, que les PAMs
participent a la course aux armements entre un ¢tbses microbes pathogenes. En accord avec
cette idée, il a été montré que la structure mdddeudes PAMSs, stabilisée par des ponts entre
cystéines, était restée remarquablement stable lEmsemble du vivant (the-core signature,
Yount, Yeaman, 2004). Cependant, des observatiérentes suggérent que les PAMs pourraient
tout de méme étre des acteurs importants de laseoaux armements, notamment chez les
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invertébrés qui n‘'ont comme arme que leur immumit&e. Tout d’abord, il a été montré que les
bactéries pouvaient acquérir des résistances atksHXeaman, Yount, 2003), parfois rapidement
(Perronet al, 2005). La diversité moléculaire des PAMs est in@égortante avec de nombreuses
familles multigéniques et une forte diversité ajéé (Tennessen, 2005). La divergence entre
especes suggere une évolution rapide des PAMs gi8ahl Begun, 2003) avec des indices
d’évolution adaptative (Tennessen, 2005). Enfinjdaation génétique observée a certains locus de
PAMs a été associée a la variation de la prévalbactrienne chez la drosophile (Lazzetal,
2004). Ainsi, il semble que la sélection soit uaecé importante de I'évolution de ces molécules.
Cependant, la forme que prend cette sélection typasdisruptive, stabilisatrice, épistatique— m’es
pas claire et ne peut étre étudiée qu'a petite liéch&volutive, dans le polymorphisme
intraspécifique. Pourtant, le polymorphisme des RAf®kte encore peu exploré, probablement du
fait de la difficulté engendrée par I'existencendenbreux paralogues proches.

La Mytiline B et la MGD2 (Mytilus Galloprovinciali®efensin 2) font partie des PAMs isolés
dans les hémocytes des moules du gbtytdus (Mitta et al, 2000). La structure génomique de ces
genes a été caractérisée par Métaal. (2000). A partir des séquences des introns, descas
spécifiqgues des locus de la Mytiline B et de la M&Gént pu étre définies. Une analyse de la
variation nucléotidique et du polymorphisme de losgr de ces locus a été conduite sur des
échantillons des populations de la zone d'’hybodathosaique des moulddytilus eduliset M.
galloprovincialis (A2, Annexe 2). Ces deux locus ont montré lesédiffitiations génétiques entre
les deux espeéeces les plus faibles de tous les kalysés jusqu’a maintenant (A2). L’analyse du
polymorphisme de séquence a montré les résultatantu

- Deux clades d’alleles trés divergents ont été ofésea la Mytiline B (Figure 9) en accord avec
I'histoire de divergence en allopatrie et d’intregsion secondaire. Deux substitutions d’acides
aminés et une insertion de deux acides aminésténhbservées dans les séquences du peptide
mature entre ces deux clades, donnant des siteliidatsra I'action directe de la sélection. Les
tests de neutralité ont démontré des traces déofade la sélection sur ce locus, notamment
lorsqu’on regarde les deux clades séparément. &duen y regardant de plus prét les généalogies
ne sont pas en accord avec I'hypothése de la m#ledirecte car des lignées semblent avoir
survécues au balayage sélectif. Alternativementsélaction est directe mais si faible que la
fixation n'a pas encore eu lieu. Quoiqu’il en sdds résultats ne permettent pas de conclure
définitivement.

-Le locus MGD2 est incroyablement homogene entre diesix espéces puisqu’aucune
différentiation significative n’est observée. Ceue présente un tres fort taux de recombinaison
intra-génique qui a pour conséquence d’empécheonatruction d’une généalogie simple. Une
analyse en fenétre coulissante a permis de mettévidence que la recombinaison est beaucoup
plus forte dans la partie 3' du locus, dans I'examdant pour le peptide mature. De plus, la
diversité nucléotidique ainsi que le D de Tajimésante une variation forte le long de la séquence
(Figure 14). Globalement négatif, le D de Tajimaidet positif sur une zone d'environ 400pb
située au début de lintron 3. Ce type d’observatist généralement accepté comme une preuve
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sérieuse de la sélection balancée (Hudsbal, 1987; Wheatkt al, 2006). Pourtant, le pic de
diversité n’est pas localisé sur I'exon codant pleupeptide mature. Plusieurs polymorphismes
candidats ont tout de méme été identifiées aux aleatde ce pic de diversité, comme des
remplacements ou une délétion d’acide aminé dapgpéde signal ou un élément transposable
dans lintron. Le probléme est que l'introgressisecondaire peut également générer de la
diversité et un D de Tajima positif. Il faut al@spliquer par la sélection la faible diversitéeeD

de Tajima négatif de la portion 3’ du locus. Dampéptide mature a été observée une mutation en
fréequence intermédiaire (Leu31Arg) dans la bouakpsctée active du peptide (Romestandl,
2003). Ce site polymorphe est de plus un des mites a montrer une structuration importante
entre les populations (Figure 14), bien que laiB@ativité de cette structure ne résiste pas a une
correction de Bonferroni.

Aucune preuve irréfutable de l'impact d’'une sétettdirecte sur ces deux PAMs n'a donc été
identifiée. Certaines observations laissent ceparidavoie ouverte a de futures analyses.
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IV- Marqueurs moléculaires, valeur sélective et environnement

Dans cette troisieme partie, j'aborde I'étude deédlection en y incorporant le troisieme
elément nécessaire a l'étude de la sélection enaaans les populations naturelles,
I'environnement. Que les écologistes ne se réjenigsas trop vite : d’une part I'environnement en
génétique moléculaire des populations se résumeerba la géographie (ex : le nord et le sud qui
comme tout le monde le sait différent en tempéedtud’autre part, mon message va plutét dans le
sens d'une minimisation de limportance de I'emviment dans l'explication des patrons de
structure génétique analysés avec des marqueurécufmles. Vous croyez peut-étre qu'une
structure plus forte sur un locus que sur les autrepligue nécessairement une sélection
disruptive ; si de plus, la variation spatiale elitale et/ou la structure génétique est corrélée a
'environnement, vous pensez l'adaptation localenadiétrée. Pourtant si vous analysez des
marqueurs neutres vous pouvez obtenir ces réswltets d’'autres sortes de sélection et vous
tromper dans l'interprétation car I'effet indiredd la sélection n'est pas la sélection.

IV.1- Le leurre du Fst trop fort : autostop local en environnement variable versus
autostop global en population subdivisée.

Dés les premieres études de génétique moléculase pdpulations les généticiens ont
recherché l'effet de la sélection sur la strucioratle la diversité génétique (Lewontin, Krakauer,
1973; Hedricket al, 1976). Les premiers marqueurs génétiques étatedeymes, il semblait
concevable que certains alleles soient favorisés sertaines conditions environnementales et
d’autres alleles dans d’autres conditions (Mittd@97). De beaux exemples de polymorphismes
maintenus par la sélection ont émergé de plusidéacades de recherches : le polymorphisme
fast/slow de la déshydrogénase alcoolique (ADHPdesophila melanogastequi forme un cline
latitudinal de fréquence allélique (Berry, Kreitma®93), la Leucine aminopeptidase (LAP) de
Mytilus edulisqui forme un cline corrélé a la salinité dans érait de Long Island a New York
(Koehnet al, 1980), les alleles de résistance au insectiateg le moustiqu€ulex pipiensdans
la région de Montpellier (Lenormared al, 1999), le géndiclr responsable du polymorphisme de
couleur du pelage chez les soutisaetodipus intermediudioekstraet al, 2004). Cependant, le
peu d’exemples émanant de ces longues annéestazaiees tout comme des arguments théoriques
sur le maintien du polymorphisme en environnememtriable suggérent que peu de
polymorphismes doivent étre maintenu par la s@adbcale (Hedrick, 1986; Hedrick, 2006).

Parallelement, des travaux théoriques ont monthengpolymorphisme neutre pouvait étre
influencé par la sélection agissant sur un genecséhné lié sur le chromosome. Le modele
d’autostop génétigue de Maynard Smith et Haigh 419@ontre gqu’'une mutation favorable qui se
fixe dans une population peut entrainer avec dllalléle neutre d’un locus lié. La conséquence est

° Dans la littérature marine la température se déspuec la salinité le leadership du paramétreogimlie le plus
important. “Have the authors not noticed that tloethl Sea is colder than the Bay of Biscay?” noppedait un
referee bienveillant pour nous aider a expliquestilacture génétique forte observée a un locug eels deux
régions. Sommes-nous naifs quand méme, nous nerlaméme pas remarqué, merci...
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de diminuer la diversité des locus neutres, et deeitant plus que les locus sont proches du géne
sous sélection. Ainsi la fixation de la mutationdeable crée une vallée de diversité génétique. De
nombreux travaux théoriques ont amélioré les ptiéis du modele initial (Barton, 2000b), des
tests ont été construits pour détecter I'autostbgle nombreux exemples ont été publiés (Nielsen,
2005). Récemment, les techniques de biologie miaigeua haut débit ont modifié I'échelle de
perception de I'évolution des génomes en permett@tdier un trées grand nombre de locus. Les
premieres études sur les organismes modeles mbgtreme part importante des polymorphismes
neutres a été affectée par un autostop genétiquoiipmpar la fixation d’'une mutation favorable a
un locus voisin (Nielsest al, 2005; Li, Stephan, 2006), c'est-a-dire qu’ilssgmwent la trace d’'une
sélection passée.

Une catégorie d’étude s’est intéressée a la digiob de la différentiation génétique entre
populations dans le but didentifier des locus awa®e structure anormalement forte ou
anormalement faible (Luikart al, 2003). Les locus montrant une structure fort@isat sous
'action d’'une sélection disruptive (adaptationdt®) et les locus montrant une structure faible
seraient sous I'action d’une sélection stabilisat{Beaumont, 2005). Des méthodes statistiques ont
été développées pour identifier ces locus suspétitéssous sélection (Lewontin, Krakauer, 1973;
Beaumont, Nichols, 1996; Vitalist al, 2001; Foll, Gaggiotti, 2008) et elles sont appéig dans un
nombre grandissant d’études (Storz, 2005; Natsill, 2009). L'objectif sous jacent est quelque peu
différent des études qui recherchent les tracesed'sélection passée puisqu’ici ce sont des
polymorphismes maintenus par la sélection qui sectierché, c'est-a-dire une sélection en action,
cette méme sélection dont de nombreux argumenisrd\abouti a la conclusion qu’elle devait étre
rare. Or la proportion de locus identifiés étresssalection est souvent appréciable (autour de 5-
10%). Est-il possible qu’'une portion des ces losagent en fait la conséquence d’'un scénario
sélectif différent ?

En travaillant avec mon doctorant Matthieu Faure @ locus présentant une structure
anormalement forte entre deux populations Megtilus edulis nous avons proposé comme
explication possible un scénario évolutif alterhatégligé jusqu’alors, il s’agirait en fait d’une
signature d'une sélection passée (A3, Annexe 3k hbwodéles d’autostop génétique sont
principalement restés restreints a la situatiorpknd’une population panmictique isolée alors que
les populations naturelles sont le plus souvenictirées géographiquement ou génétiquement
(Charlesworthet al, 2003). Les rares modéles d’autostop en populaiorcturée prédisent que
I'effet d’autostop doit diminuer au fur et a mesupge la mutation favorable se propage depuis le
deme d’origine, dans lequel la mutation favoralsieagparu, vers les autres demes (Slatkin, Wiehe,
1998; Barton, 2000b; Santiago, Caballero, 2005usS®rtaines conditions, un autostop génétique
en population structurée peut laisser comme tracéespolymorphisme neutre une différentiation
génétique forte entre populations et la différetimmla plus importante apparait pour un taux
intermédiaire de recombinaison (Slatkin, Wiehe,8)99
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IV.1.1- Hypothése de I'autostop global en population structurée

Un modele d’autostop global en population strucuaéd’abord été décrit par Slatkin et
Wiehe (1998) et repris sous une forme modifiée Faureet al. (A3, annexe 3). Un balayage
sélectif a lieu dans deux sous-populations maifet'eest plus fort dans la sous-population ou
apparait la mutation favorable et moins fort dansdus-population envahie secondairement apres
migration. Pour que I'effet soit fort et visible faux de migration entre les deux sous-populations
doit étre faible. Ici, je présente un modele pleséyal d’'un autostop en population spatialement
subdivisée dont les résultats ont été brievemerritdgpar Barton :

“The net hitchhiking effect is expected to be mwsrhaller than for a single population
because it takes much longer for the allele toaprgiving more time for associations to
dissipate. The ultimate result is a local increiasthe frequency of linked neutral alleles
and hence the generation of spatial differentiatidowever, unless linkage is very tight,
this increase will be restricted to the immediaeghbourhood of the birthplace of the new
allele” (Barton, 2000b)

La figure 15 présente la propagation d'une vagawatice d’'une mutation favorable (traits
pointillés) ainsi que d'un alléle neutre initialemeare (traits pleins) qui fait de I'autostop avec
cette mutation favorable. La mutation apparait dartsentieme déme d’un pas-japonais linéaire de
200 demes.
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Figure 15: Autostop global en population spatialement subkde. Fréquence d’un alléle favorable
apparu dans le trentieme deme (traits pointillé$)éguence d’'un alléle neutre initialement raré qu
autostop avec l'alléle favorable (traits pleinsgsLgénérations sont précisées a coté des courbes.
Résultats d'un pas-japonais linéaire de 200 demes, pp=0.001,u=0.01,m = 0.05,s = 0.1,r =
0.001, oup est la fréquence de l'alléle favorable lorsqufiparait par mutationyy est la fréquence
initiale de l'allele neutrem est le taux de migration entre demes adjacenest I'avantage de
l'allele sélectionnér, est le taux de recombinaison entre le locus sétewt et le locus neutre.
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Quand lautostop est terminé, l'allele favorable fis¢ dans tous les demes de la
meétapopulation et un gradient de fréquences allétigest observé au locus neutre. Au fur et a
mesure que la vague d’avance de l'allele sélecéiasiast propagée, les désequilibres de liaison
entre les deux locus se sont atténués suite adantenaison et I'effet d’autostop s’est amoindm. E
modélisant une métapopulation plus grande, unetsgteplus faible, ou une recombinaison plus
forte, il est possible d’'atteindre un stade oudgue d’avance se propage sans n’avoir plus aucun
effet sur le locus neutre, car I'équilibre de laisest atteint. C’est ce qui a amené Barton (2080b)
conclure que “this increase will be restricted ie tmmediate neighbourhood of the birthplace of
the new allele”. Une foi l'autostop fini, les frégpces alléliques du locus neutre s’homogénéisent
lentement sous l'effet de la migration (Figure 16¢pendant, le temps nécessaire pour aboutir a
’lhomogénéisation par la simple force de la mignatpeut étre trés long (Bartet al, 2007).

Le résultat qui mérite de poser un quatrieme jalon ici est qu'un cline de fréquence
allélique peut-étre une trace dune sélection passée sur un locus heutre. Or,
I'observation d'un cline de fréquence allélique est toujours utilisé comme un argument
en faveur d'une sélection environnementale en action (et souvent directe). La sélection
indirecte n'est pas la sélection, les perturbations engendrées par un balayage sélectif
sur la diversité neutre et sa distribution spatiale peuvent étre difficile a prédire.

Intéressons nous maintenant a I'empreinte laissédeschromosome en faisant varier la
recombinaison. La figure 16 présente d'une parfréguence de l'allele autostoppé dans deux
populations éloignées (deme 30 et deme 170), &auart la différence de fréquence allélique entre
les deux populations. La fréquence final#, de l'allele autostoppé dépend beaucoup de sa
fréquence initialeyy. Afin d’avoir une représentation graphique, noupp®sons icug identique
guelque soit la valeur de&s. Nous supposons aussj petit afin que I'effet soit marqué (lorsque
l'allele neutre est déja frequent quand il se faiéndre en autostop, I'effet est moins fort).
Concréetement dans la pratique, sur un chapeletales lle long d’'un chromosonug sera différent
d'un locus a l'autre, si bien qu'une représentatgraphique ne donnera rien. Cependant, un
ajustement pourra tout de méme étre réalisé. D& ptmme nous le verrons plus bas, les locus
peuvent étre choisis sur des données prélimingdegs cette conditiorud identique entre locus),
'empreinte chromosomique sur la fréquence dedlalautostoppéy*, est un pic centré sur le locus
sélectionné. L’effet d’autostop étant moins forinslda population éloignée de la population
d’origine de la mutation favorable, le pic est be@aup plus étroit dans cette population que dans la
population d’origine de la mutation. CependantMasations des* dans les deux populations sont
corrélées positivement et convergent verssl en s’approchant du locus sous sélection.
L’empreinte sur la différentiation entre populasamiest pas monotone mais elle est maximale pour
des distances intermédiaires, elle prend la formedelux démes (courbure concave) de part et
d’autre du locus sélectionnés. Loin du locus salsction I'effet d’autostop est faible partout et
proche du locus sous sélection I'effet d’autostsp fert partout si bien que la structure entre
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population est faible. Pour une distance intermgésii@omme dans la figure 15) I'effet d’autostop
est fort dans la population d’origine de la mutatfavorable et faible dans la population éloignée,
si bien que la différentiation entre populationfeste.
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Figure 16: Effet du ratior/s (empreinte chromosomique) sur la fréquence deléabhutostoppé (a
gauche) et sur la différence de fréquence alléleptee populations (a droite). Pas-japonais liméair
de 200 demes ave=0.001,up=0.01,m=0.05,s=0.1.

IV.1.2- Hypothése de I'autostop local en environnement variable

Il a été démontré théoriquement que I'adaptati@al® pouvait augmenter la différentiation
génétique de locus neutres liés a un locus séterti¢Charleswortlet al, 1997). Ici je présente un
modele déterministe en insistant sur les deux étapesuccédant dans un processus d’autostop
local.

La figure 17 présente la premiere phase du prosedaumise en place du cline de fréquence
allélique au locus sélectionné (traits pointillés)si que I'effet sur les fréquences d’un allélatne
initialement rare (traits pleins). C’est I'autostiggal sensu strictoUn autostop se produit dans les
demes ou un nouvel allele adapté localement apgaaaimutation, se propage et se fixe. Sur le
locus sélectionné se forme un cline stable, a ildga migration/sélection, au niveau de la frorgié
environnementale. Sur le locus neutre une diffémdoh génétique s’est formée. Cette premiere
phase d’autostop locale est en fait la phase qyerire la structure neutre et ce sera le moment ou
la structure génétique neutre sera maximale.
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L Phase 1 : autostop local
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Figure 17: Autostop local en environnement variable. Fréeed’'un alléle favorable dans
'habitat 1 apparu dans le premier deme (traitsniitds) et fréequence d'un alléle neutre
initialement rare qui autostop avec l'alléle favdea(traits pleins). Les générations sont précisées
coté des courbes. Résultats d'un pas-japonaisidkinéda 50 démes avepy=0.001,up=0.01,m =

0.3,s=0.05,r =0.001.

Fréquence allélique

La figure 18 présente la deuxieme phase du prose$bwmogenéisation des fréquences
alléliques au locus neutre sous l'effet de la nmigraet de la recombinaison. Ce processus est
souvent appelé introgression et la théorie est Bé&eloppée (Barton, 1979b; Barton, Bengtsson,
1986). Ainsi les alleles autostopés dans la sopsHption du balayage vont pouvoir migrer dans la
sous-population non balayée.
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Figure 18: Introgression d’'un locus neutre au travers uagidre génétique créée par un locus
d’adaptation locale. Les générations sont préciaéesté des courbes. Résultats d’un pas-japonais

linéaire de 50 demes avgp=0.001,up=0.01,m=0.3,s=0.05,r = 0.001.
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Intéressons nous maintenant a I'empreinte laissédeschromosome en faisant varier la
recombinaison. La figure 19 présente d'une parfréguence de l'allele autostoppé dans deux
populations des deux habitats éloignés du clinelogeis sélectionné est fixe), d’'autre part la
différence de fréquence allélique entre les deuwbithts, a la fin de I'autostop locaknsu stricto
(génération 500) et aprés une période d'introgoes§génération 30000). A la fin de l'autostop
local, une signature d’'un balayage sélectif esenlg® dans la population de I'habitat 1 (ou a lieu
l'autostop) mais la population de I'habitat 2 n'gsis encore affecté par le processus. L'empreinte
sur la différentiation entre populations prend danfe d’'un pic (courbure convexe) centré sur le
locus sélectionnés. Dans un second temps l'intssgra va opérer et ceci d’autant plus vite que le
locus neutre sera éloigné du locus sélectionné@Bat979b; Bengtsson, 1985). Les locus éloignés
du locus sélectionné vont atteindre trés vite I'ngénéisation alors que le temps nécessaire pour
atteindre ’homogénéisation va étre d’autant plend que le locus neutre est proche du locus
sélectionné. Aux alentours du locus sélectionre vigiations der* dans les deux habitats seront
corrélées négativement et convergent wrsl dans I'habitat 1 et vens*=up dans I'habitat 2. Le
pic de différentiation génétique s’encaisse et ¢mez ou une différentiation est observée se
raccourcit.
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Figure 19: Effet du ratior/s (empreinte chromosomique) sur la fréquence dléahutostoppé (a
gauche) dans une population de I'habitat 1 (cereleane population de I'habitat 2 (carrés) etlaur
différence de fréquence allélique entre les popmirat(a droite), a la fin du processus d’autostop
local sensu strictqgénération 500, symboles noirs) et apres uneged’introgression (génération
30000, symboles blancs). Résultats d'un pas-japdmaiaire de 50 demes avee+=0.001,u=0.01,
m=0.3,s=0.05.

Nous voyons donc que les attendus sur la signatin@nosomique d’'un autostop local en
environnement variable sont tres différents dadaature chromosomique d’'un autostop global en
population structurée. Cependant, les attendususurseul locus sont trés semblables: une
différentiation génétique accentuée da a une frécgidorte d’alléle autostoppé dans une population
et une fréquence faible dans l'autre. C’est ce rmués avions observé au locEEbis (A3). Pour
trancher entre les deux hypothéses, le seul mastesieemarcher sur le chromosome.

47



IV.1.3- Une marche chromosomique autour d’un locus outlier soutient ’hypothése
de I'autostop global en population structurée.

Lors du stage de M1 d’Anna Kneidinger, nous av@ussi a obtenir la séquence génomique
complete du gene EkIchezMytilus edulis un gene dans lequel un polymorphisme de longueur
d’intron, EFbis, avait été identifie comme significativement tifiérentié entre les populatiohs.
edulisde Mer du Nord et du Golfe de Gascogne par ragportautres locus analysés (A3). Le gene
est long d'environ 5000 pb et il est constitué dexéns et 5 introns. La figure 20 représente un
schéma a l'échelle du gene avec sa structure ensesintrons. Aux séquences déja obtenues
précédemment (A3), nous avons obtenu un échantidoh5 séquences dans la région 5’ (exonl a
exon 2) et un échantillon de 9 séquences dansgi@né3’ du gene (exon 4 a exon 6). Les
géneéalogies des échantillons des trois portiorgetie sont présentées en figure 20.

Faure et al. 2008
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Figure 20: Schéma a I'échelle de la structure en exonstedris du gen&Fla chezMytilus edulis

et généalogies des échantillons de trois portiangé&he. Les positions dans le géne et dans les
généalogies des polymorphismes choisis pour untgéage extensif sont indiquées par des
triangles (polymorphisme d’insertion/délétion) asdleches (polymorphisme nucléotidique, SNP).
Le petit rectangle hachuré représente une petitenné&nlevée de I'analyse.

A partir des données de séquence, nous avons gum un génotypage extensif huit
nouveaux locus en plus EFbis déja analysé a grande échelle (A16). Trois coomsent a des
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polymorphismes d’insertion/délétion et cinq a delymorphismes de substitution nucléotidique. I
est important de connaitre la position de ces pohpimismes dans la généalogie, cing sont récents
et situés a la base de la lignée autostoppée gmefan clade avec une forme caractéristique
d’étoile et quatre sont plus anciens et situés tlabsanche interne de la généalogie. Dit autrement
la différence entre ces deux catégories de mutapent étre aussi comprise comme une différence
de fréquence avant l'autostom,. Les mutations a la base de la lignée autostoppéeent une
fréquence plus faible que les mutations de la bramaterne quand I'autostop s’est produit. Comme
Up est un parametre important du modele, les résudtamt attendus étre différents pour les deux
catégories de polymorphismes.

La figure 21 présente les fréquences de l'alletesiappé dans les populatioks edulisde
Mer du Nord et du Golfe de Gascogne. La fréquerckatiéle autostoppé augmente vers le coté 5’
dans les deux populations alors que la différantiaentre population diminue. Pour les deux
hypothéses, que ce soit I'autostop local ou gldiealrésultats sont attendus étre similaires paur |
population de la Mer du Nord qui recoit un balayagkectif dans les deux scénarios. Les résultats
pour cette population suggérent qu’'une fixationndallele favorable a eu lieu en 5 de la région
analysée. De facon remarquable, le gradient deiérémp observé dans la population du Golfe de
Gascogne pointe I'exacte méme zone en 5’ de leoméghalysée pour la fixation d'un alléle
favorable, en accord avec I'hypothése de l'autogfiopal. Enfin, la variation de la différentiation
entre population a une forme de déme (courbe c@)avia différentiation diminue vers la région
5"

Il n'est pas possible de comprendre les résultats $'hypothése de l'autostop local en
environnent variable. Alors que le gradient de digftice de l'alléle austostoppé dans la population
de Mer du Nord suggére que la mutation favorabkeess5’, le gradient de différenciation
suggérerait sous I'hypothése de l'autostop loc&tllguse trouve en 3'. De plus, la variation de la
différentiation le long du chromosome ne forme pagic mais plutét un déme. Les résultats sont
par contre en parfait accord avec les attendushgedthese de I'autostop global en population
structurée.

Un modele d’autostop a donc été ajusté aux dorperesiinimisation des moindres carrés en

utilisant les formules suivantes :
a+px;
Uyj; =Ug; + (1 — uojl-)e s

a+px;
Uy =Up; + (1 —ug;)e® s
ouu;; est la fréquence de l'allele autostoppé du lacdans la population u,; est la fréquence
initiale avant autostop du locus ¢ est la fréquence initiale de la mutation favorafius
exactement la fréquence a laquelle la mutationréddle commence a augmenter en fréquence de
facon déterministe)y est la position du locus (x=0 est la position du codon « start » du géne
EFlo) , a est la position du locus sélectionpégst le taux de recombinaison par distance physique
s est le coefficient de sélection etun coefficient d’atténuation de I'effet d’autostalans la
population 2.
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Figure 21: Fréquence de l'allele autostoppé (a gauche) @apspulation de Mer du Nord (cercle)
et la population du Golfe de Gascogne (carré) féérdnce de fréquence allélique entre les deux
populations (a droite). Les symboles noirs corrageat aux polymormhismes situés a la base de la
lignée autostoppée alors que les symboles griegmondent aux polymorphismes situés dans la
branche internes des généalogies. Les courbessporméent a un ajustement au modeéle d’autostop
global avec une valeur dg=0.1 et une valeur d&= 0.35.

Nous inférons que le locus sélectionné se trowdXa en 5’du codon start soit -4.8 Kb en 5’
du locusEFbis initialement détecté comme outlier (A3). Le coaéint de sélection est inféré étre
s=0.011, le taux de recombinaison local @el.7 cM/Mb et une atténuation de I'effet d’autostop
dans la population du Golfe de Gascogr®.1. Les fréquences initiales des neuf locus derty’
vers 3’,Up1=0.32,Up >=0.1, up 5=0.35, ¥4=0.13, ¥b5=0.33, ¥s=0.12, 4 ~=0.37, ys=0.11, ¥ =0.1.
Comme attendu, les fréquences initiales des mutaties branches internes sont plus fortes que les
fréquences initiales des mutations de la base digrae autostoppée. Par contre, les différences
entre mutations du méme type sont tres faiblegesi tpu’une représentation graphique est possible
(Figure 21). Enfin, une horloge moléculaire grossigent calibrée sur la divergence avec une

troisieme espéceMytilus trossulus nous permet de dater le balayage sélectif a 25000
[5000,100000] ans.

La sélection indirecte n'est pas la sélection. Une structure génétique forte a un locus
peut-€tre la trace d'une sélection passée si le locus est neutre. Une des rares études
d avoir recherché dans les détails la nature précise de la sélection responsable d'un
Fst trop fort nous en procure I'exemple. Ce résultat pose la question de I'importance
relative des deux scénarios, autostop local en environnement variable vs. autostop
global en population structurée, dans I'explication des 5-10% locus outliers
généralement observé dans les Fst scans.
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IV.2- Association génétique / environnement lorsque I'adaptation locale
interagit avec des incompatibilités génétiques endogenes.

Une observation m'est apparu difficilement expliealorsque j'ai commencé a étudier les
zones d'hybridations dedytilus : les deux espéces occupent chacune tous les thpabitats
lorsqu'elles sont en allopatrie, mais semblentpgeialiser dans des habitats différents lorsqg'elle
sont en contact I'une avec l'autre (zones d’hybdda LesM. edulisseraient-elles meilleures que
les M. galloprovincialisdans les estuaires bretons ou les lagunes potgaais incapables d'y
parvenir ? LesM. galloprovincialis seraient-elles meilleures que I&& edulis sur les cotes
rocheuses d’Oléron ou de la Mer du Nord mais inckgsad'y parvenir ?

Lorsque les déséquilibres de liaison sont mainténuise valeur forte, comme dans les zones
d’hybridation, les génes ne vont plus subir unigeetia sélection exercée sur eux mais aussi celle
exercée sur d’autres locus. Ceci est pris en comgbs la théorie des clines multilocus (Barton
1983; Kruuk et al. 1999) qui décrit I'interactiontee les différents génes d’isolement reproduetif,
dans la théorie des barrieres geénetiques (Bartai®,19986) qui décrit I'interaction entre les
marqueurs neutres et les génes d’'isolement. Ceperdiautres interactions n’ont pas été étudiées.
La théorie des clines multilocus considere des génapliqués dans un méme mécanisme
d’isolement reproductif : il s'agit en général duheépression d’hybridation due a des locus sous-
dominants. Cependant, l'isolement reproductif ndb@me pas a la sous-dominance : les génes
impliqués dans le choix du partenaire, dans la plogie, dans I'adaptation a des habitats différents
ou le choix d'habitat interviennent également. t€raction entre différents mécanismes agissant a
des stades et a des échelles différentes n'a jaétéagfudiée théoriquement. Or I'exemple de la zone
d'hybridation dedMytilus en France, tout comme d’autres zones hybridebredgMalletet al,
1990; Bert, Arnold, 1995; MacCallunet al, 1998) montrent bien que plusieurs types de
mécanismes peuvent agir simultanément. Je condmare modele dans lequel interagissent deux
types de sélection : la dépression d’hybridatia¥le(ion endogéne) et la spécialisation d'habitat
(sélection exogene).

IV.2.1- Le modele

Le modele est trés simple. Il s’agit d'un modéldedainiste, haploide, a trois locus bi-
alleliques (Locus 1 avec les alléles & G, Locus 2 avec les alléles Bt &, Locus 3 avec les
alleles H et Iy) disposés le long d’un chromosome unique. Deuxddd et 2) sont sous sélection
endogene (valeurs sélectivesEEE1, EG,=1-s, GE,=1-s, GG,=1) et le troisieme sous sélection
exogene (habitat 1 : H1, h=1-t, habitat 2 : BE=1-t, hh=1). La fitness est multiplicative (par
exemple le génotype;6;h; a dans I'habitat 1 une fitness de (1-s)(1-t)).rhedéle autorise la
liaison physique mais dans les résultats préseaotdss locus ne sont pas liés. Le modele est
déterministe, il 'y a pas de dérive. La migratitansélection et la reproduction se font dans cet
ordre [NB : les modeles placent souvent la sélacawant la migration car ceci permet des
approximations analytiques (Slatkin, 1973); icilé)modele n’est pas développé en analytique, (ii)
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cet ordre correspond mieux a la biologie des moylgspour un méme coefficient de sélection,
I'hétérogénéité génétiqgue est mieux maintenue quarsklection opere aprés la migration]. On
considére un chapelet de démes successifs de agpm@mmonais en une dimension borné par une
barriére réfléchissante (les derniers demes agrotent la moitié de leurs migrants). Trois types d
migration peuvent opérer : (i) pas-japonais classigvec une migration de proche en proche a un
taux m/2 de chaque coté, (ii) exponentielle (laratign vers le demeest diminuée par|4 | oui

est la position du deme receveur par rapport auedédonneur) et (iii) uniforme (répartie
uniformément sur un nombre de deme donné).

Dans un premier modeéle, je considere d'une partcomtact secondaire classique avec
formation d’un cline endogéne indépendant de 'emnement. D’autre part, I'environnement est
structuré en deux patchs environnementaux. Uneatleumutation favorable dans I'un des habitats
apparait par mutation et se fixe dans le patchletest favorable.

Dans un second modele, je considere un habitatrtrépa hasard sur toute laire de
répartition. Un deme est assigné a I'habitat 1 awee probabilité d'1/2 et a I'habitat 2 sinon. Les
aléas de la colonisation sont modélisé en consitlérae condition initiale particuliére ou un patch
de 40 demes est fixés pour le génotypE,H3 d’'un coté, un patch de 40 demes pour le génotype
G1Gyhs de l'autre coté et une zone centrale de 70 deiréssf pour le génotype;E;Hs avec une
probabilité 1/2 ou pour le génotype@&hs sinon.

IV.2.2- Résultats

Sélection endogene et spécialisation d’habitat modérées.
Lorsque les deux types de sélection sont faibéestrlcture s’organise indépendamment pour
les différents types de locus car les déséquilideckaison sont faibles.

Sélection endogene forte et spécialisation d’habitat faible, les clines endogenes coincident
avec une barriere environnementale.

Lorsque la sélection endogene est forte les dégégsi de liaison commencent a étre assez
forts pour que les locus endogenes commencent & keflfet de la sélection au locus de
spécialisation d’habitat méme si la sélection eregest faible. De ce fait les clines des locus
endogenes peuvent se déplacer pour venir se aalepiacidence avec les clines exogénes au
niveau de transition environnementale. Cependantaliation environnementale ne crée aucune
mosaique a petite échelle sur les locus de séteetidlogene. La figure 22 montre comment un
cline endogene (traits gras) se fait emmener parsdtection exogene faible (traits fins) jusqu’a
une frontiere environnementale.
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Figure 22: Déplacement d’'un cline endogene vers une framgdvironnementale suite a la mise
en place d’un cline exogene. En trait gras, climgogene aux générations 2000, 4000, 6000 et 8000
(de gauche a droite). Cline exogene aux générat®®®, 4000 et 6000 en trait fin et a la
génération 8000 en trait pointillé. Un cline endogést formé par contact secondaire au niveau du
deme 30 d’'un pas-japonais de 100 démes. L'envimmeng est structuré en deux habitats de 50
demes. Une mutation favorable dans I'habitat 1 egipase propage et forme un cline de fréquence
allélique. La propagation dans les 20 demes aedhitcline endogene est a peine perturbé par ce
dernier car la mutation y est favorable, cependaribrme du cline est légerement déformeée. Le
cline endogéne se déplace alors pour venir se ealeonincidence du cline exogene et donc de la
frontiere environnementale. La migration est exmbiedle (la migration vers le demest diminuée
par 4| [ | oui est la position du déme receveur par rapport smed#onneur), la sélection endogéene
ests=0.9, la sélection exogéne &s0.02. Les locus sont non liés.

guence alléliq
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Lorsqu'existe une sélection environnementale méme faible, les clines des locus sous
dépression d'hybridation peuvent venir coincider secondairement avec un cline d'un
locus exogéne au niveau dune frontiere environnementale. Si l'existence d'une
association génétique/environnement est la conséquence d'une adaptation locale, la
barriere génétique qui permet la détection de cette association avec des marqueurs
génétiques est la conséquence d'une sélection endogene. L'environnement explique la
localisation de la structure génétique neutre mais pas la structure. Ce sont les
incompatibilités génétiques qui expliquent la structure.

Sélections fortes, les associations génétique/environnement sont observées dans les clines

Quand la spécialisation d'habitat est suffisamméorte, la sélection qui s’exerce
indirectement du locus exogéne aux locus endogéemeésgvenir visible sous la forme d’association
génétique/environnement aux locus endogénes. Laefig3 représente les variations de fréquences
alléligues aux locus de spécialisation d’habitatif(ffin) et de sélection endogéne (en gras) poer u
condition initiale ou les démes centraux sont aléamnent colonisé par la sous-espéce 1 ou la sous-
espece 2.
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Figure 23: Clines a I'équilibre de fréquence de I'allele @lléle d’'un locus de sélection endogéne)
en trait gras et de l'allele Halléle du locus de spécialisation d’habitat) eaittfin, pour une
sélection endogene forte (s=0.9) et une sélectxmgane forte (t=0.25). Les conditions initiales
sont des demes fixés aléatoirement pour I'un autkades génotypes spécifiqgues dans les 70 déemes
de la partie centrale d’'un pas-japonais de 150 deitres deux habitats sont répartis uniformément
et aléatoirement tout le long de l'aire de répiantit

Malgré la force des déséquilibres de liaison, omebinaison reste suffisante pour que les
locus gardent une certaine indépendance. Les ciindegenes s’auto-organisent en fonction du
hasard des conditions initiales. Ceci produit unesaique a grande échelle pour les genes de
sélection endogene (3 grands clines dans la fig@®)e Cependant, ces genes sont également
affectés par I'hétérogénéité environnementalelsaubissent I'influence du locus de spécialisation
d’habitat par l'intermédiaire des déséquilibreslideson. Ils suivent donc des variations a petite
échelle, corrélées a celles de I'hnabitat et aselds génes de spécialisation d'habitat. Ces ioagat
a petite échelle ne sont perceptibles qu'au nidesuzones ou l'introgression est suffisante (clines
car en-dehors de ces zones, les populations sa@sfipour les locus de sélection endogene. Les
variations a petite échelle corrélées a I'habdat d'autant plus marquées que la sélection enéogéen
est forte car les déséquilibres de liaison songeadéait, plus forts. Il est remarquable de comstat
gu’en modélisant une zone d’hybridation a régimeélection mixte ainsi qu’en simulant les aléas
de la remise en contact, nous obtenons la struemredouble mosaique observée dans la zone
d’hybridation entréM. edulisetM. galloprovincialis

Quand l'environnement est a grain fin (la dispersion surpasse I'hétérogénéité spatiale
de [I'habitat) et la sélection environnementale assez forte, des associations
génétique/environnement peuvent émerger dans les clines des locus de dépression
d'hybridation. Alors que le polymorphisme d'adaptation local existe sur toute l'aire de
répartition, les associations génétique/environnement ne sont observées que dans les
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zones d'hybridation ou des déséquilibres de liaison sont maintenus entre locus
exogenes, endogénes et neutres. Les sous-espéces (définis par leur génotype
endogéne) ne sont pas adaptées d des environnements différents, mais possedent
toutes deux un polymorphisme d'adaptation environnementale qui n'est détecté que
dans la zone d'hybridation. Sous cette hypothése, si le contact se refaisait a nouveau,
le déséquilibre de liaison pourrait méme se créer dans une phase opposée (par ex. les
backgrounds M. edulis en mode battu et les backgrounds M. galloprovincialis en mode
abrité).

IV.2.3- Discussion

La modélisation de linteraction entre sélectiordagene (dépression d’hybridation) et
sélection exogene (adaptation a un environnemardhbl@) montre tout d’abord qu’'une sélection
exogene méme faible peut attraper les clines emasggour les faire coincider avec le/les cline(s)
exogene(s) au niveau d'une frontiere environnenkenfama connaissance, ce résultat n’a jamais
été popularisé dans la littérature. Les clines gades ne regoivent aucune force pour rester a une
position et il est attendu qu'ils se déplacent staffet de facteur stochastiques (dérive et
migration). Barton a montré que les clines endogé&levaient venir se caller au niveau de régions
ou la dispersion est réduite soit par la préserioeedbarriere physique soit parce que les densités
de population sont moindres (Barton, 1979a). Nomsvbns donc ici une autre explication pour la
localisation des zones d’hybridation. D’'une manigeénérale, la littérature marine avait déja
négligé l'attendu de Barton. La moindre structuéadgique qui coincide avec un front océanique
est interprétée comme la conséquence directe dt dc®anique qui limiterait la migration. Or, il
existe trés souvent des espéces au cycle de vidaamqui ne présente pas de structure génétique
au méme endroit. Beaucoup de shifts génétiquescideim aussi avec des frontieres
environnementales comme par exemple entre la MdtigBa peu salée et la Mer du Nord
(Johannesson, Andre, 2006; Hemmer-Haretead, 2007). Ces études mettent fortement en avant la
sélection environnementale. L’hypothése alternatgé que la structure génétique est en fait
principalement la conséquence d’incompatibilité &i&gue endogene et qu’elle est venu coincider
secondairement avec une frontiere environnemeritakeorganismes marins a phase larvaire étant
tres dispersifs et I'environnement marin apparentmesmogene, on s’attend a ce que de
nombreuses barrieres génétiques soient capturéesuplmues barrieres physiques ou/et quelques
frontieres environnementales (en fait, lorsquetesses d’eau se mélangent peu, barriere physique
et frontiére environnementale coincident) qui repnéent des hots spots de structure génétique (par
ex. le petit et grand Belt danois et I'dresund ettdrMer Baltique et la Mer du Nord, Johannesson,
Andre, 2006; le front Almeria-Oran entre la Mer Médanée et 'Océan Atlantique, Patarnedio
al., 2007). Mon opinion est que I'explication de lzdbsation des ces hots spots a été interprété
comme l'explication de la structure génétique, flgue la structure s’explique principalement par
I'existence de barriére génétique.
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D’autre part, la modélisation de l'interaction ensélection endogene et sélection exogene
montre que lorsqu'il existe un polymorphisme decshdation d'habitat au sein de chaque sous-
espece, il se produit au sein des zones de camtacinteraction avec les genes responsables de la
dépression hybride, de telle sorte que les allgl@sues d'une espece se retrouvent en déséquilibre
de liaison avec les génes de spécialisation ddtakies derniers sont en quelque sorte recrutés pou
participer a lisolement reproductif en maintended deux pools géniques dans des habitats
différents. Dans une telle situation, on s'attermg gue des marqueurs neutres permettent de mettre
a jour le polymorphisme de spécialisation d’hahitaguement dans la zone d’'hybridation, seul lieu
ou les alleles neutres se trouvent associes prdigiiement a des habitats particuliers, grace aux
déseéquilibres de liaisons avec des alleles de asation d'habitat.

V- Conclusion

L’effet indirect de la sélection n’est pas la sé@t J'espére avoir montré par les exemples
exposes dans cette HDR qu'il existe possiblemergrabléme général dans I'étude de I'adaptation
et de la spéciation a I'aide de marqueurs moléasdaieutres dont toute la valeur informative réside
dans leur interaction particuliere avec les autgéses via des déséquilibres de liaison. La
complexité des zones d’hybridation réside dansiegue notre intuition nous pousse souvent au
raccourci « gene = génome » ou « gene = espeae apartir du moment ou il y a une hybridation
effective, ce n’est pas si simple : le génome esttitué de compartiments hétérogenes soumis a
des pressions de sélection différentes (par exengbeession d’hybridation, sélection d'habitat,
hétérosis) voire a aucune sélection (marqueurge®utet l'interaction entre compartiments n'est
pas triviale. A linverse dans une population mapeécifique bien délimitée, il peut paraitre
difficile d'imaginer qu’un locus puisse recevoieffet de la sélection de tous les déléteres d'un
génome et que cela n’affecte en rien son évolutiorsqu’il existe une variance de consanguinité,
c’est pourtant ce que predit la théorie (A22) efjoeest observé (A23). Enfin, seule la sélection
disruptive semble a premiéere vue capable de généeedifférentiation entre population plus forte
gue l'attendu neutre. Pourtant nous avons vu quaineture forte pouvait étre la simple signature
d'une sélection positive passée. Inversement, dauglection balancée semble a premiére vue
capable de générer une différentiation entre paéipnlanoins forte que I'attendu neutre. Si la
structure générale du génome est due a une baseeneperméable au flux génique, ce résultat
peut s’expliquer par la simple absence de geneldiisent a proximité du locus ou par une
introgression adaptative. Il n'y a pas vraimenttt@ladu neutre, tous les locus sont plus ou moins
sous l'influence indirecte de la sélection disruptibarriere génétique semi-permeéable).

Pour conclure cette HDR, je vous propose de revisin standard de l'adaptation locale
marine, le cline de la LA dans le détroit de Long Island, un exemple souveptis dans les
manuels sur I'évolution (Gillespie, 1991; Mitton997; David, Samadi, 2000). Koehn et ses
collegues ont étudié le role d’'une aminopeptidaseiement baptisée LAP (pour leucine amino-

56



peptidase) dans I'osmorégulation des moules. Leglenautiliseraient cette enzyme pour ajuster
leur pression osmotique en modulant la concentragio acides aminés libres dans la cellule. Le
polymorphisme électrophorétique a révélé plusialliles chezMytilus edulisdont trois assez
fréquents, LAP®, LAP® et LAP®. L'alléle LAP* présente une constante catalytique légérement
plus forte que les deux autres alleles. Dans lmiéte Long Island prét de New York aux Etats
Unis, I'alléle LAP passe d’'une fréquence de 55% dans les populaiz@@iques & une fréguence
de 15% dans le fond du détroit ou la salinité égdtite (Figure 24, Koehet al, 1980).

Fréquence de LAP 94

0 20 40 60 80 100 120
Distance a I'est de Southport (Km)
Figure 24: Cline de I'alléle LAP* de la leucine aminopeptidase dans le détroit
de Long Island.

De plus, il a été montré une mortalité plus forés génotypes homozygotes pour l'alléle PAP
dans des conditions de salinités faibles, que italans la nature et au laboratoire (Hilbish, Kgehn
1985). Enfin, aucun autre locus analysé jusqu’anteaant n'a dévoilé de structure entre les
populations du détroit et les populations océarsqilieutes les preuves semblent ainsi réunies pour
démontrer que la sélection locale affecte le IdAR directement.

Pourtant, beaucoup de zones d’ombres mériteraiétriedevées. La premiere concerne la
forme du cline. Comment expliquer que la fréquetee AP* ne chute pas & zéro mais se stabilise
a une fréquence de 15% dans le fond du détroit@ éxplication pourrait étre qu’un influx de
migrants maladaptés maintient la fréquence a unligu entre la migration et la sélection
(Lenormandet al, 1999; Lenormand, 2002). Cependant, la forme theah’est pas du tout en
accord avec cette hypothése car un long plateane dréquence stable de 15% est observé (Figure
24). La seconde zone d’ombre est qu'aucun avamagété trouvé a LAY dans les conditions
océaniques. D’ailleurs tout comme cet alléle njgs$ complétement éliminé dans le détroit, il
n'atteint pas non plus la fixation dans les popatet océaniques mais une fréquence de 55%, et
ceci sur des distances de plusieurs centaines ldmétres (Koehret al, 1984). Si LAP? est
délétere a basse salinité et neutre a saliniténaopdéa comme suggéré par Koehn et ses collegues, le
détroit de Long Island ainsi que toutes les zomes $nfluence estuarienne devraient agir comme
des puits pour cet alléle et I'éliminer progreseieat de la population entiére. Il aurait donc fallu
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des conditions particulieres pour expliquer queadiéte ait atteint une fréquence aussi forte. i5nfi

a environ 200 kilométres plus au nord, au nivealCdp Cod dans le Massachusetts, une chute de
fréquence de l'alléle LAY est observée. L'écart de fréquence est exactelmenéme de 55% au
sud de Cap Cod a 15% au nord. Cette fois cepenldashift est coincidant avec d’'autres locus
(Koehn et al, 1976). Plus au nord encore, a partir de la NdevEetosse commence la zone
d’hybridation mosaique entM. eduliset M. trossulus(Koehnet al, 1984; Bates, Innes, 1995).
trossulusest une espece réputée plus tolérante aux salfaities queéV. edulis(Qiu et al, 2002).
L'alléle LAP®* a une fréquence de 40-60% chezNegrossulusde I'Atlantique Ouest, tout comme
chez lesM. trossulusdu Pacifique. En Europe, LAPa une fréquence de 10% dans les populations
M. edulisde la Mer du Nord et de 20% dans les populatMnsrossulusde la Mer Baltique, une
mer a la salinité de 10%0 seulement.

En regardant plus en détail la forme du cline fiéquences alléliques de divers populations
ou especes, il apparait donc tres difficile d’eqpér le cline LAP par de la sélection directe. De
plus, les associations génotypes/mortalités ne pastla preuve d'une sélection directe, et de
légeres différences d’activités entre alleles gioigjues est un résultat courant qui n’est pas une
preuve de différence de fitness (Haatlal, 1985). Je propose de facon beaucoup plus réalisée
le locus LAP soit principalement un marqueur d'wachkground endogeéne en interaction avec des
adaptations locales. Pour une raison restant difiéencomme par exemple I'histoire et les aléas
des remises en contact, la petite taille de la @apre représente le détroit ou la perte de cedaine
associations pour des raisons sélectives, lI'ingsgjon des populations du détroit a été beaucoup
plus rapide pour d’autres marqueurs que pour la,LgiFbien que la différentiation n'est plus
visible.

Afin de démontrer mon hypothese, j'espere d’'une pauvoir analyser un grand nombre de
locus entre le détroit et I'est de Long Island &utte part réussir a obtenir la séquence d’ADN
codant pour le locus LAP. D'une maniere plus géeérg coordonne un projet “Hi-Flo: The
genetic basis and history of adaptive differentiatin high gene flow marine species” financé par
une ANR blanche, qui propose de mettre a I'épreletex hypothéses pouvant résoudre le paradoxe
de l'adaptation locale en milieu marin : (i) unendoe histoire de conditions hors équilibre
(colonisation, expansion, fragmentation) a son irigmee dans l'existence et le maintien
d’adaptations a I'hétérogénéité environnementaid, les espéeces marines sont souvent
génetiqguement sous-structurées par des incomji@gbilendogenes cachées, des barrieres
géneétiques, qui viennent coincider secondairemast des zones de changement environnemental.
La sélection indirecte n’est pas la sélection et &mwde reste un champ de recherche qui n'est pas
encore épuisé.
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