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Une premiere analyse des caractéristiques morphologiques et écologiques des aloses
capturées sur les fleuves Rhone, Aude, Hérault et Tavignano avait montré une homogénéité
de ces populations méditerranéennes (Le Corre, 1999 ; Le Corre et al., 2000). De méme, une
premiére analyse géneétique utilisant les allozymes avait montré une homogénéité des
populations du Rhoéne, de I’Aude et de I’Hérault, celle du Tavignano n’ayant pu étre analysée
(Le Corre et al., 2005).

L’étude réalisée avait donc un double but

i) caractériser génétiquement la population du Tavignano en utilisant les outils actuels
performants que sont les marqueurs microsatellites ; cette méthode permettant de caractériser
avec précision la structure et la variabilité génétique de cette population

i) revisiter I’lhnomogénéité genétique des populations méditerranéennes francaises en
intégrant la population du Tavignagno et ainsi identifier son niveau de spécificité.

1. Matériel biologique et méthodes d’analyses moléculaires

a. Echantillonnage

Des prélevements de tissus (nageoire) et écailles ont été réalisés au cours du printemps 2010
et 2011 par MRM sur 156 alose adultes et juvéniles. La répartition des ces échantillons a varié
selon les stades de développement, les riviéres et le sites :
- Tavignano : un échantillon de 50 juvéniles prélevés en 2010 au barrage de Cardicia, et
un autre de 16 adultes prélevés en 2011 sur le site du Pont de Faio
- Rhone : deux échantillons prélevés en 2010, I’un de 35 individus du site de Sauveterre
Rive Gauche, et I'autre de 31 individus du site Usine-Ecluse de Vallabrégues Rive
Droite
- Aude : 15 individus prélevés a Moussoulens (5 en 2010 et 10 en 2011, qui ont été
regroupés pour avoir un échantillon de taille analysable)
- Vidourle : 10 individus prélevés a Saint Laurent d’Aigouze (4 en 2011 et 6 en 2010,
regroupés également).

b. Marqueurs moléculaires utilisées

Les marqueurs moléculaires utilisés sont du type microsatellite. Un marqueur microsatellite
est une séquence de I’ADN caractérisée par un motif de base tres simple (2 a 4 paires de base)
qui est répété un certain nombre de fois. Ce nombre de répétitions varie d’un individu a
I’autre, ce qui permet de distinguer les individus entre eux. Ce sont des marqueurs adaptés
pour la définition de génotypes individuels (= « empreinte génétique) et pour I’étude des flux
de génes entre populations.



Pour chaque marqueur, on peut identifier les alléles portés par chaque individu. Un allele est
un variant du marqueur considéeré : dans le cas des marqueurs microsatellites, un alléle est
caractérise par un nombre de répétition du motif de base, et deux alleles vont donc différer
entre eux par le nombre de répétitions de ce motif. Alosa fallax est une espece diploide, c'est-
a-dire qu’elle posséde deux jeux de chromosomes identiques, I’un issu du pere et I’autre de la
meére. Chaque individu posséde donc deux alleles pour chaque marqueur (un sur chaque
chromosome homologue). Si les deux alleles sont identiques, on dit que I’individu est
homozygote. Si les deux alléles sont différents, on dit qu’il est hétérozygote.

Dans cette étude, nous avons utilise 14 marqueurs microsatellites différents, qui ont été
développés au laboratoire dans le cadre du projet AARC (Atlantic Arc Resource
Conservation), financé par le programme transnational Interreg IV (Atlantic Area, fonds
FEDER).

c. Techniques de laboratoire

L’ADN de chaque individu a été extrait a partir d’un fragment de nageoire conservé dans
I’alcool, a I’aide d’une technique express combinant de la protéinase K (permettant de digérer
les tissus) et une résine chélatrice, le Chelex® (méthode dérivée d’Estoup et al. 1996). Cette
méthode permet d’obtenir un ADN de qualité moyenne, mais suffisante pour I’analyse des
marqueurs microsatellites. Chaque marqueur va étre amplifié spécifiguement a I’aide de la
technique de Réaction de Polymérisation en Chaine (ou PCR, Polymerase Chain Reaction)
qui permet d’obtenir rapidement un grand nombre de copie identique d’un petit fragment
d’ADN. Ces fragments vont ensuite migrer dans un gel par technique d’électrophorése
(migration sous I’effet d’un courant électrique), et la taille du fragment (donc son nombre de
répétition) est déterminée par sa vitesse de migration. On peut ainsi déterminer caratériser ??
rapidement le génotype de chaque individu (c'est-a-dire les alléles pour chacun des 14
marqueurs). Les analyses ont été réalisées a la plate-forme Biogenouest (Le Rheu, Rennes).

2. Résultats

a. Variabilité génétique a I’intérieur de chaque population

La variabilité genétique a I’intérieur de chaque population a été caractérisée a I’aide des
descripteurs standards de la génétique des populations: nombre d’alleles moyen par
population, et hétérozygotie observée (= fréquence moyenne des génotypes hétérozygotes).
Comme le nombre d’alléles dans un échantillon dépend également de la taille de celui-ci,
nous avons utilisé une méthode appelée « raréfaction » (EI Mousadik & Petit, 1996) pour
comparer la richesse allélique dans nos échantillons, qui sont de taille différente. Par ailleurs,
nous avons également calculé I’indice de fixation Fis (d’aprés Wright, 1969). Cet indice sera
égal a 0 dans une population dite «a I’équilibre de Hardy Weinberg », c'est-a-dire se
rapprochant d’une population idéale de taille infinie, ou les croisements se font au hasard
(panmictie), et qui n’est pas soumise a la migration ou a la sélection. Les calculs ont été faits a
I’aide du logiciel Genetix 4.02 (Belhir et al. 1996) et Fstat 2.9.3 (Goudet, 1995).

Les résultats sont présentés dans le tableau 1.



Tableau 1 : variabilité génétique dans les populations d’Alosa fallax étudiées

Population N Na Ra Ho Fis

Tavignano 2010 50 4.36 3.44 0.516 0.041 "™
Tavignano 2010 16 3.86 3.49 0.551 0.046"™
Rhone Sauveterre 35 6.34 4.37 0.544 0.048™
Rhoéne Vallabregues 31 6.71 4.58 0.570 0.020"™
Aude 15 4.43 3.93 0.542 0.071™
Vidourle 10 5.43 5.22 0.587 0.047"™

N : taille de I’échantillon analysé ; Na : nombre moyen d’alléles observé ; Ra : nombre moyen d’alléles rapporté a une taille
d’échantillon identique selon la méthode de la raréfaction ; Ho : hétérozygotie observée ; Fis : indice de fixation (ns = non
significativement différent de 0).

Les deux échantillons du Tavignano révélent une variabilité génétique plus faible que les
autres echantillons. En particulier, la richesse allélique (Ra ?) dans ces deux échantillons est
significativement inférieure a la richesse allélique moyenne des autres échantillons (p=0.034).

Tous les échantillons sont a I’équilibre de Hardy Weinberg (les valeurs de Fis calculées ne
sont pas significativement différentes de 0). Ceci est particulierement intéressant dans le cas
de I’échantillon de juvéniles du Tavignano. En effet, I’échantillonnage de juvéniles sur un site
unique est parfois associé au risque de prélever des individus issus de familles (plein freres ou
demi-freres par exemple), ce qui se serait caractérisé par un Fis significativement non nul.
Ceci suggére que I’échantillon de juvéniles prélevé est issu d’un nombre de parents
relativement important.

b. Structure génétigue et flux de génes entre les populations

La structure génétique des différentes populations a été étudiée avec plusieurs approches, dont
les résultats sont concordants.

e Tout d’abord, nous avons calculé I’indice Fst (Wright 1969) entre chaque paire de
population. Cet indice permet de quantifier le niveau de différenciation entre groupes, et il
peut se définir par la proportion de diversité génétique qui est due aux différences alléliques
entre populations. Cet indice est compris entre 0 (les populations ne sont pas différenciées et
s’entrecroisent librement) et 1 (les populations sont complétement séparées).

Il est ensuite possible d’avoir une estimation de Nm, nombre efficace de migrants par
génération, a I’aide de la formule Nm = (1-Fst)/4*Fst. Plus la valeur de Nm est supérieure a 1,
et plus I’échange est important. Cette valeur de 1 est considerée comme la valeur seuil au
dessus de laguelle les populations ne vont pas diverger génétiquement I’une de I’autre sous
I’effet de la dérive (= évolution des fréquences alléliques d’une génération a I’autre sous
I’effet du hasard d’échantillonnage des génes au moment de la reproduction). Les calculs ont
été effectues a I’aide du logiciel Genetix 4.02 (Tab. 2).



Tableau 2 : structure génétique (valeur de Fst) entre les populations d’Alosa fallax
étudiées

Tavignano Tavignano Rhone Rhone Aude Vidourle
2010 2011 Sauveterre  Vallabréegues
Tavignano 0.013™ 0.245***  (.247*** 0.230***  (0.230***
2010
Tavignano 19.69 0.249***  (.252*** 0.237***  (0.234***
2011
Rhone 0.77 0.75 -0.003"™ 0.013™ 0.005"™
Sauveterre
Rhone 0.76 0.74 (+++) 0.015™  0.011™
Vallabrégues
Aude 0.84 0.81 20.16 16.38 0.013™
Vidourle 0.83 0.82 48.38 23.34 18.29

Au dessus de la diagonale : valeur de I’indice Fst (ns = non significativement différent de 0, *** : significativement différent
de 0 avec p<0.001) ; au dessous de la diagonale : nombre efficace de migrants

Les populations de la vallée du Rhéne ne sont pas significativement différentes entre elles, ce
qui indique un échange important entre ces populations et peut-étre I’existence d’une
population source a savoir le Rhéne. Les deux populations du Tavignano (juvéniles 2010 et
adultes 2011) ne sont pas non plus significativement différentes entre elles, ce qui est un signe
de stabilité temporelle de la population. Cependant, on note une différence trés marquée entre
les populations du Tavignano d’une part et les populations du pourtour méditerranéen d’autre
part, avec des valeurs de Fst supérieure a 0.23 dans tous les cas.

Les valeurs de Nm confirment cette tendance, puisqu’on estime a plusieurs dizaines de
nombre efficace de migrants par génération entre populations de la Vallée du Rhéne, mais en
dessous de la valeur seuil de 1 entre les populations corses et les autres.

e A partir de la matrice de distances génétiques entre les populations (calculées par la
méthode classique de Nei 1978), nous avons réalise un arbre phylogénétique (selon la
méthode du Neighbor-Joining, Saitou & Nei 1987). Cet arbre permet une visualisation facile
des distances entres les populations, puisqu’il présente les différentes populations reliées par
des branches dont la longueur est proportionnelle a la distance génétique entre les
populations. Les analyses ont été realisées a I’aide de la suite logicielle Phylip (Fedelstein,
2005) (Fig. 1).



Figure 1 : arbre phylogénétique représentant les populations d’Alosa fallax étudiées
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L’arbre se sépare clairement en deux branches : I’'une avec les deux populations corses, et
I’autre avec les populations de la Vallée du Rhone.

e Nous avons enfin utilisé la méthode de reconstitution de la structuration génétique d’un
ensemble de données développée par Pritchard et al. (2000) dans le logiciel Structure. Le but
est d’identifier des groupes d’individus génétiquement proches, en se basant sur leur génotype
multi-locus, a I’aide d’une approche bayésienne que nous ne développerons pas ici. L’intérét
de cette méthode est (i) qu’elle sans a priori sur la délimitation des populations (deux
individus issus de deux populations différentes peuvent se retrouver dans le méme groupe si
leur génotype est proche), et (ii) elle permet d’avoir des informations au niveau individuel
(pour chaque individu, on pourra savoir si il appartient a un groupe ou a un autre, voire si il
est issu d’une hybridation entre deux groupes différents). Le principe est donc de partir de
I’ensemble du jeu de données, sans retenir I’information « population d’origine », d’identifier
le nombre de groupes génétiques le plus probable, et d’assigner chaque individu a I’un ou
I’autre de ces groupes.

Nous avons déterminé que le nombre de groupe le plus probable pour notre jeu de données est
de 2 (analyse non détaillée ici). L assignation de chaque individu est représentée sur la figure
2. Chaque colonne représente un individu, et chaque couleur représente un cluster. Pour
chaque individu, le pourcentage de chaque couleur représente la probabilité d’asssignation de



cet individu dans le cluster correspondant. Pour faciliter la lecture, les individus sont présentés
dans I’ordre des populations.

Figure 2 : assignation des individus étudies dans les clusters genetiques identifiés par
I’analyse « Structure »
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Les deux clusters identifiés séparent clairement les populations du Tavignano d’un cote, et les
populations du pourtour méditérranéen de I’autre. De plus, tous les individus de chaque
population sont assignés au méme cluster, avec la plupart du temps 100% de certitude. On ne
Vvoit pas apparaitre d’individus migrants (qui apparaitraient comme une barre jaune dans une
population bleue ou I’inverse) ou hybrides (qui apparaitraient comme une barre moitié
jaune/moitié bleu).

Les résultats de ces différentes méthodes convergent pour indiquer que les populations corses
sont tres divergentes des autres populations étudiées, et qu’il y a tres peu d’échanges entre ces
deux groupes. Par ailleurs, les différentes populations du pourtour méditerranéne ne sont pas
differenciées entre elles, ce qui confirme les résultats précédents de Le Corre et al. (2005).

3. En conclusion, cette étude fait apparaitre une forte divergence génétique entre les aloses du
Tavignano corses et celles du pourtour méditerranéen francais. Les populations du Tavignano
représentent donc une ressource génétique originale pour I’espece. Par contre, nous avons vu
que la variabilité génétique a I’intérieur de ces deux groupes de populations est relativement
faible. Une variabilité génétique réduite augmente les risques de consanguinité et réduisent, la
fitness des individus et donc le potentiel adaptatif de ces populations aux perturbations du
milieu. Cette situation peut éventuellement conduire a une extinction a plus ou moins long
terme. Il est donc important, aussi bien pour les populations de Corse, que pour I’espéce dans
son ensemble dans cette région géographique, de pouvoir s’assurer de leur maintien par des
mesures de gestion appropriée (maintien ou restauration des sites de fraie, maintien ou
rétablissement de la connectivité intra-riviére, maintien de la qualité de I’eau, etc...).

Le cas de I’alose du Tavignano n’est pas sans rappeler une situation semblable pour la truite
commune (Salmo trutta) en Corse. Certaines populations corses de cette espéce sont en effet
tres differenciées genétiquement des autres populations de truite méditerranéenne (revue dans
Berrebi & Dubois 2007), au point qu’elles sont considérées comme faisant partie d’une sous-
espece géographique différente (Bernatchez et al. 1992). Cependant, le cas des aloses est
particulier, puisqu’il s’agit d’une espéce amphihaline migratrice, donc susceptible de
dispersion a plus ou moins grande échelle. Nos résultats peuvent s’expliquer soit par des



capacités migratoires ne permettant pas de couvrir la distance entre la Corse et le continent,
soit par un instinct de retour (homing) trés marqué chez cette espéce. Il serait intéressant de
compléter ces résultats avec d’autres populations, issues de cours d’eau corses mais également
de la cote mediterranéenne francaise, italienne et espagnole. En effet, la région
méditerranéenne a toujours été considérée comme une zone de présence de nombreuses sous-
especes d’alose feinte idenfiées uniquement a partir de caractéristiqgues biométriques et
méristiques (Bagliniére, 2000).
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