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Résumé

La perchaude (Perca flavescens) constitue une ressource socioéconomique de grande
importance dans le Lac Saint-Pierre (Québec, Canada). Bien que ce lac fluvial soit désigné
réserve de la biosphére par ’'UNESCO, le statut de la perchaude est préoccupant. Afin de
permettre a 1’espéce de persister en fonction des diverses pressions anthropiques, il est
important de comprendre sa dynamique populationnelle et les mécanismes qui en sont
responsables. La perchaude est connue pour sa philopatrie ; le fait de toujours se reproduire
a son site de naissance peut entrainer la subdivision d’une espéce en de multiples
populations, ou chacune pourra étre pourvue d’adaptations locales distinctes. Il est possible
d’étudier ces processus a 1’aide des signaux génétiques associés a la reproduction des
individus. Toutefois, une faible différentiation génétique entre les populations du Lac Saint-
Pierre est envisagée en raison de la colonisation récente du systéme (moins de 8000 ans).
L’objectif de cette étude est de déterminer s’il existe plusieurs populations de perchaude
dans le Lac Saint-Pierre. Les simulations réalisées ont révélé que 1’utilisation de marqueurs
AFLP (amplified fragment length polymorphism), permettant une analyse globale du
génome, affiche une meilleure détection de la différentiation des populations que celle des
marqueurs microsatellites. Afin d’associer les individus a leur site de naissance, la méthode
d’AFLP et des microsatellites ont été utilisées sur des larves capturées suite a 1’éclosion des
ceufs. Trois analyses distinctes d’AFLP ont indiqué une corrélation entre la composition
génétique des individus et des sites géographiques, confirmant ainsi la présence de
plusieurs populations sympatriques dans le Lac Saint-Pierre, découlant vraisemblablement
de la philopatrie de I’espéce. L’absence de différentiation génétique relatée par les
marqueurs microsatellites vient confirmer I’importance du choix des marqueurs génétiques.
Bien que la différentiation génétique observée soit relativement faible, la gestion de la

perchaude devrait tenir compte de la dynamique des populations distinctes dans ce systéme.

Mots-clés : AFLP, microsatellites, différentiation génétique, plans d’aménagement,

philopatrie, Perca flavescens, Lac Saint-Pierre
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Abstract

Yellow perch (Perca flavescens) is a commercially-exploited freshwater fish species in
Lake Saint-Pierre (Quebec, Canada). Even if this fluvial lake is designated as a biosphere
reserve by UNESCO, the yellow perch status is of concern. To ensure the persistence of
species facing to anthropogenic pressures, understanding dynamics and mechanism that
structure populations are of major importance. Because the habitat characteristics are
spatially structured and this species is known to display natal site fidelity, a subdivision of
the species in multiple populations and local adaptations may occur. It is possible to detect
these processes according to genetic signal associated with individuals’ reproduction.
However, low genetic differentiation is hypothesised due to the recent colonization of the
system (< 8 K years). This study aims at determining if there are multiple populations of
yellow perch in Lake Saint-Pierre. Simulations was first performed to confirm that
population differentiation is better depicted by amplified fragment length polymorphism
(AFLP) than microsatellite markers. In order to associate individuals to their site of birth,
larvae captured after hatching were used. A survey of the variation throughout the entire
genome was then performed by using the AFLP approach and variations at microsatellite
loci were used to further investigate the organization of these populations. Three distinct
AFLP analyses indicated a correlation between genetic composition of individuals and
spawning sites, and thus confirmed the presence of multiple sympatric populations in Lake
Saint-Pierre, resulting likely from natal site fidelity. At the opposite, the lack of genetic
differentiation reported by microsatellites markers confirms the importance of the choice of
genetic markers. While the genetic differentiation is very low, the management of this
species should take into account the existence of distinct population structures in this

system.

Keywords: AFLP, microsatellites, genetic differentiation, fishery management plan, natal

site fidelity, Perca flavescens, Lake Saint-Pierre
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1. INTRODUCTION



1.1. Aménagement et conservation

Les conséquences de plusieurs activités humaines dans I’environnement peuvent se
traduire par la perte et la fragmentation de 1’habitat, I’introduction d’espéces, la pollution,
les changements climatiques ou encore la surexploitation des populations (Soule 1991),
dont les effets risquent de compromettre les services fournis par les écosystémes (Naeem et
al. 1994). La baisse de biodiversité observée est d’autant plus redoutée pour les especes
importantes au niveau commercial, qui sont souvent essentielles pour I’homme. La

conservation des ressources naturelles devient ainsi un impératif.

Si I’objectif principal de la biologie de la conservation est de documenter 1’étendue
de la biodiversité de la plancte et d’essayer de la préserver, d’un point de vue pratique, cette
discipline est appelé a étudier les impacts de ’homme sur les différentes strates de la
diversité¢ biologique (génétique, spécifique et écosystémique), et de développer des
approches pour prévenir son déclin (Primack 2006). La thématique de ce mémoire s’insere
dans ce dernier point, et plus particulierement au niveau de la préservation des différentes

populations d’une espece.

La diversit¢ au sein d’une espeéce s’organise généralement sous forme de
populations. Dans cette optique, la génétique de la conservation vise a déterminer et a
maintenir la diversité génétique a I'intérieur des populations aussi bien que la diversité
retrouvées entre les populations (DeSalle & Amato 2004). La diversité intra-spécifique
permet a une population de s’acclimater et s’adapter a des conditions de vies différentes et
aux changements environnementaux ; la diversité inter-populationnelle, quant a elle, permet
d’accroitre les chances de survie a long terme de I’espece. Ensemble, la diversité augmente
les chances de persister et d’évoluer en fonction des changements écologiques (Reed &

Frankham 2003).

Si I’objet de la conservation se situe au niveau génétique, la gestion des populations
ne peut se faire sans aborder le niveau de la dynamique des populations. Ainsi, pour qu’il y

ait persistance d’une population, les individus doivent composer avec le milieu



environnant. Selon les conditions environnementales telles que les ressources disponibles et
la capacité de support du milieu, chaque population sera, a sa maniére, confrontée a des
parametres particuliers. L’abondance des individus, les taux de recrutement, de croissance
et de mortalité sont propres a chaque population et permettent de décrire leurs propriétés
dynamiques (Pawson & Jennings 1996; Thomas & Kunin 1999; Turchin 1999). La
différence entre ces parametres peut également étre fonction du degré d’isolement spatial et
temporel entre les populations et c’est sur leur base que les plans de gestion des populations
exploitées sont définis. Un plan d’aménagement adéquat concernant une espece requicre

donc la compréhension de la dynamique de ses populations.

1.2. La structure des populations

1.2.1. Le concept de populations

Une population se définit par un groupe d’individus qui se reproduisent entre eux
avec une plus grande probabilité qu’avec des individus des autres populations (Altukhov
1981; Camus & Lima 2002; Waples & Gaggiotti 2006). De ce fait, chaque population
correspond a une unité reproductive distincte pouvant présenter une diversité génétique qui
lui est propre et des adaptations qui sont fonction des variations des environnements locaux

(Altukhov 1981).

Les forces évolutives dites divergentes (les mutations, la dérive génétique et la
sélection), augmentent la différentiation des populations au cours de leur existence. Les
mutations augmentent le nombre d’alleles existants. La dérive génétique, par un
¢chantillonnage aléatoire des alleéles a chaque génération, entraine une variation de leur
fréquence dans le temps. La sélection est, quant a elle, responsable de la persistance des
alleles associés a un phénotype favorable a la survie des individus en fonction de leur

environnement.



L’isolement de groupes d’individus fait en sorte que les forces évolutives agissent
de fagon indépendante et, par conséquent, une variation dans la composition génétique des
populations sera observée. Parce que I’isolement n’est généralement pas absolu, la
migration (et la reproduction) d’individus d’une population a une autre va permettre un flux
génique entre des groupes d’individus, ce qui aura pour conséquence de ralentir la
différentiation de ces populations. La migration peut également étre considérée comme une
source de variation génétique via un échange d’alleles entre les populations, lorsqu’elle est

peu fréquente.

Ainsi, les populations ne sont pas des entités completement isolées les unes des
autres dans la mesure ou des échanges peuvent exister via la migration des individus, cette
derniere étant généralement fonction de la distance géographique (Wright 1943). Un
assemblage de plusieurs populations plus ou moins reliées les unes des autres par la
dispersion des individus forment ainsi une métapopulation (Levins 1970). Dans ce cas, bien
que la migration ne soit toutefois pas suffisante afin constituer un ensemble panmictique, la
structure spatiale des interactions écologiques affecte également les populations, tout autant
que les taux de natalité¢ et de mortalité, la compétition et la prédation (Hanski 1998).
Comme celle d’une population, la persistance d’une métapopulation est régie par un
équilibre entre des taux de « mortalité » (extinctions locales de populations) et de
« natalité » (établissement de nouvelles populations a des sites vacants). La métapopulation
dépend ainsi de la dynamique des populations qui la composent (Hanski & Gilpin 1991;
Hanski 1998). Et elle est dite en déséquilibre lorsqu’on observe un déclin de I’ensemble des
populations, c'est-a-dire que la dispersion individuelle traduite par la recolonisation des

sites vacants ne suffit pas a contrebalancer les extinctions locales (Harrison & Hastings

1996).



1.2.2. Barrieres a la reproduction

Les populations sont le résultat d’un certain isolement entre des groupes d’individus
au moment de la reproduction. Ce concept est facilement compréhensible lorsque la
distance géographique entre les populations est plus élevée que la capacité de dispersion
des individus ce qui empéche la migration et favorise la formation d’entité reproductives
distinctes. L’isolement entre les populations peut également résulter de la présence de
barrieres physiques ou encore de I’hétérogénéité spatiale des conditions environnementales

(Trizio et al. 2005; Riley et al. 2006).

Dans un habitat aquatique ou marin, les barrieres a la migration des individus sont
souvent absentes. Toutefois, des barrieres autres que géographiques peuvent également
conduire a la formation et au maintien de populations sympatriques. Ces barrieres peuvent
étre d’ordre temporel, lorsque les individus d’une région donnée ne se reproduisent pas tous
en méme temps. Dans la méme localité, des groupes d’individus vont, par exemple, se
reproduire a différentes périodes de ’année, cela afin de minimiser la compétition (Moore
et al. 2005; Huber et al. 2007; Santos et al. 2007). Un exemple classique est le saumon rose
du Pacifique (Oncorhynchus gorbuscha) qui se reproduit soit aux années paires ou
impaires, formant ainsi deux populations différentes pour des individus provenant de la
méme riviere (Heard 1991). Un autre type d’isolement par le temps peut étre observé chez
les anguilles, ou la variation du nombre d’individus se reproduisant chaque année peut

conduire a I’apparition de différentes populations (Maes et al. 2006; Han et al. 2008).

L’apparition de différentes populations est également possibles grace a 1’adoption
d’un comportement particulier (mais généralisé a plusieurs especes) des individus, qui est
la reproduction au site de naissance (Dittman & Quinn 1996). La fidélité au site de natalité
ou philopatrie est un comportement qui consiste a se reproduire toujours au méme site qui
correspond au site de naissance (Blair & Quinn 1991). Cela implique que les individus d’un
méme site de reproduction vont préférentiellement se reproduire entre eux, et présenter une

probabilité¢ plus faible de se reproduire avec des individus d’un autre site. Ce



comportement, adopté par plusieurs especes, subdivise ainsi une espéce en de multiples
populations ou chacune peut présenter une diversité génétique et des adaptations locales
distinctes. Par exemple, on retrouve ce comportement chez les saumons qui, aprés une
croissance en mer, reviennent frayer dans leur riviére natale. Malgré les difficultés
associées a ce comportement, la philopatrie est généralement précise et résulte en des
populations reproductives isolées avec des adaptations spécialisées selon leur habitat natal
(Dittman & Quinn 1996). En Ecosse, en dépit du fait de se retrouver en sympatrie, de
grandes différenciations phénotypiques et génétiques sont retrouvées chez 1’omble
chevalier (Salvelinus alpinus). Ces différenciations sont maintenues par le fort
comportement de fidélité au site (Adams ef al. 2006). Au Québec, les ventres rouges du
nord (Phoxinus eos) d’'un méme lac, mais de sites différents, ne forment ni une population
génétiquement uniforme, ni panmictique (c'est-a-dire que les individus ne se reproduisent
pas aléatoirement dans le lac). Compte tenu de la petite taille du lac (5 ha) et de la grande

capacité de dispersion de ces poissons, cette structure génétique ne peut €tre expliquée que

par un comportement de fidélité au site de naissance (Massicotte et al. 2008).

La philopatrie différe toutefois du comportement de fidélité au site ou ce dernier
consiste a se reproduire toujours au méme site, mais pouvant étre un autre que le site natal.
La fidélité au site seule ne permet ainsi pas la formation de population (Miller et al. 2001)
parce que, si le choix du site de reproduction se fait aléatoirement au moins une fois — la
premiere fois — cela est suffisant pour permettre ’homogénéisation des individus. Il n’y
résulte donc pas d’isolement de groupe d’individus, ni formation d’unité de reproduction

distincte.

Des différences génétiques peuvent aussi découler entre des groupes d’individus qui
demeurent ensembles. Afin de discerner entre les hypothéses qui pourraient expliquer la
différentiation génétique observée soit causé par la philopatrie ou ’agrégation des individus
apparentés, il est nécessaire de vérifier I’existence d’une stabilité temporelle d’'un méme

patron de différentiation génétique. Les organisations génétiques vont étre les mémes



spatialement chaque année si la cause est la philopatrie, alors que 1’agrégation des individus

apparentés causera des organisations génétiques différentes selon les cohortes.

Ces unités reproductives distinctes ont pour conséquence 1’adoption d’adaptations
en fonction de ’environnement local et ainsi I’observation d’une organisation spatiale des

populations (Carvalho 1993).

1.2.3. La détection d’une organisation spatiale des populations

1.2.3.1. Les populations au niveau écologique

La détection d’une organisation spatiale des populations peut tre réalisée par des
observations écologiques, notamment par la comparaison des différents parametres reliés a
la dynamique des populations, ou des adaptations locales des groupes d’individus (Ihssen et
al. 1981; Begg et al. 1999). A titre d’exemple, on retrouve I’analyse des isotopes stables
(Takai & Sakamoto 1999; Cunjak et al. 2005; Guelinckx et al. 2006), la comparaison des
infections parasitaires des populations (Williams et al. 1992) ou encore I’analyse de la
composition chimique des otolithes (Campana & Casselman 1993), des paramétres qui

varient selon les différentes conditions de I’environnement.

Des expériences de capture-marquage-recaptures durant la saison de reproduction
permettent €galement de suivre les mouvements des individus. Cette méthode permet
notamment la mise en évidence du comportement de fidélité au site et ainsi indiquer les
limites géographiques de différentes unités de reproduction (Miller ef al. 2001; Glover et
al. 2008; Massicotte et al. 2008). La structure des populations peut ainsi étre évaluée en

comparant ces unités reproductives (Bowen et al. 2005; Carlsson et al. 2007).



1.2.3.2.  Les populations au niveau génétique

Outre les adaptations locales, les analyses génétiques peuvent confirmer une
organisation spatiale des populations. Cette approche permet également de distinguer la
fidélité au site de la philopatrie. Si les groupes d’individus ont été isolées depuis un certain
nombre de générations, qui est relatif a la taille des populations (Hartl & Clark 1997), des
différences en termes de fréquences alléliques pourront étre observées (Waples 1998),
permettant ainsi de distinguer les populations. Cependant, le fait de ne pas détecter de
différences génétiques significatives entre des groupes d’individus ne signifie pas
nécessairement 1’absence d’unité reproductive distincte parce que la différentiation des
populations est un processus progressif qui s’étend sur plusieurs générations (Crandall ef al.
2000). Ainsi, méme des populations complétement isolées, mais seulement depuis peu de
temps, ne présenteront pas de différences génétiques notables (e.g. Sage & Wolff 1986;
Smith et al. 1989; Zink & Dittmann 1993; Massicotte ef al. 2008)

1.3. Les marqueurs génétiques

Il existe un grand nombre de méthodes qui permettent d’estimer la diversité
génétique des populations (Allendorf et al. 1977; Lansman et al. 1981; Bernatchez &
Danzmann 1993; Vos et al. 1995; O'Connell & Wright 1997; Wang et al. 1998). Ainsi, le
choix des méthodes a utiliser devient critique dans la mesure ou elles ne présentent pas
toutes la méme résolution dans la détection de la différentiation des populations (Liu &
Cordes 2004). Parmi les marqueurs génétiques les plus utilisés a cet égard, on retrouve
notamment les marqueurs microsatellites ou short tandem repeats (STR), single-nucleotide
polymorphism (SNP) et amplified fragment length polymorphism (AFLP), dont I’intérét
majeur réside dans leur abondance et leur distribution uniforme au sein de n’importe quel

génome.



1.3.1. Les microsatellites

Les microsatellites sont de courtes séquences d’ADN d’un a six nucléotides,
répétées en tandem. Pour un méme locus, des variations sur le nombre de répétions peuvent
subvenir entre des individus. Les analyses utilisant les microsatellites comme marqueurs
génétiques consistent en I’utilisation d’un nombre limité de loci. Reconnus pour posséder
des taux de mutations tres €levés (Estoup & Angers 1998), ces marqueurs sont hautement
informatifs pour un seul locus, dans la mesure ou ils peuvent afficher plusieurs alleles et
permettent ¢également la distinction des hétérozygotes (codominance des marqueurs). Bien
que ce soient des marqueurs dont le génotypage se fait relativement facilement, les
microsatellites requierent toutefois des analyses moléculaires préliminaires afin de

concevoir des amorces spécifiques a une espece pour leur amplification.

1.3.2. Les SNPs

Une autre catégorie de polymorphisme génétique consiste en la variation d’une
séquence d’ADN au niveau d’un nucléotide entre les individus d’une méme espeéce ou

d’espéces apparentées.

L’utilisation des marqueurs SNPs consiste en la détection du nucléotide qui differe
entre des alléles, sur une séquence d’ADN donnée. Toutefois, le développement et la
caractérisation des marqueurs SNPs n’est pas chose aisée et requiere notamment la
connaissance exacte de la séquence d’ADN. Ainsi, bien que des dizaines de millions de
SNPs soient présents dans le génome d’un organisme, seul un trés petit nombre d’entre eux
sont développées dans les marqueurs génétiques. De plus, un SNP peut présenter en théorie
jusqu’a quatre alleles (les quatre bases composant I’ADN) au méme locus. Cependant, la
plupart des SNPs sont considérés comme des marqueurs co-dominants mais bi-alléliques,
conséquence du faible taux de mutation. Par exemple, chez les mammiferes, le taux de

mutation observé est de I’ordre de 10 mutations par génération (Li ef al. 1981).
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1.3.3. Les AFLP

La méthode des AFLP (Vos et al 1995) permet également de détecter un
polymorphisme découlant de la variation de la séquence d’ADN et ce, par I’analyse de
marqueurs bi-alléliques, comme les SNPs. La méthode consiste a couper le génome de
chaque individu a ’aide d’enzymes de restriction et d’amplifier un sous-échantillon de ces
fragments. Les variations génétiques que 1’on peut observer entre les individus proviennent
donc des mutations au niveau des sites de restriction, de 1’insertion des amorces sur les
fragments ou du polymorphisme quant a la longueur des fragments. Cette méthode permet
d’obtenir un grand nombre de loci en méme temps dont les alleles sont définis par la
présence ou I’absence d’un fragment a un locus donné. Cependant la méthode ne permet
pas la distinction de certains génotypes (les hétérozygotes) et les marqueurs sont donc
dominants. En permettant, ainsi, de comparer simultanément des centaines de marqueurs
génétiques informatifs, cette technique peut mettre en évidence des petites différences
génétiques en augmentant la probabilité de détecter du polymorphisme spécifique aux
populations (Liu & Cordes 2004). Elle serait ainsi plus efficace que les microsatellites afin

d’analyser des cas ou la différentiation des populations est relativement faible (Campbell et

al. 2003).

1.4. La perchaude (Perca flavescens)

Appartenant a la famille des Percidae, la perchaude (Perca flavescens) est largement
répartie dans les régions tempérées et subarctiques de 1I’Amérique du nord (Scott &
Crossman 1974). Trés prisée au niveau commercial, sa surexploitation a cependant entrainé
une baisse considérable de ses effectifs dans certains de ses habitats, comme dans les

Grands Lacs en Amérique du nord (Wilberg et al. 2005). Bien que considérées comme
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deux especes distinctes, la perchaude et la perche eurasienne (Perca fluviatilis L.) sont des
especes tres proches évolutivement (Collette & Banarescu 1977). Elles présentent ainsi des
similarités tant aux niveaux morphologique, physiologique que comportemental (Craig

1987).

1.4.1. La biologie de l’espece adulte

Au cours de leur cycle de vie, les individus de Perca spp. se retrouvent dans des
habitats différents. Durant I’été, les adultes demeurent dans le milieu pélagique ou ils
puisent leur alimentation. En hiver, ils se retrouvent dans les eaux profondes des lacs afin
d’éviter les températures froides en surface. Finalement, quand vient le printemps, les
individus matures rejoignent les frayeres situées sur le littoral, afin de se reproduire (Craig
1987). Diftérents parametres écologiques influencent les stades de vie de la perchaude. Le
choix des sites de frai est, par exemple, influencé par la densité des macrophytes ainsi que
le type de substrat. La survie des individus, quant a elle, peut dépendre de la température de
I’eau, de I’abondance des prédateurs ou encore de la vitesse du courant pour le transport

passif des larves (Hayes et al. 2009).

Les perchaudes ont une longévité moyenne de 6 ans, mais certains individus
peuvent atteindre jusqu’a 1’age de 21 ans. La maturité sexuelle est atteinte a I’age de deux
ou trois ans chez la femelle, et un an plus tot pour le male (Craig 1987). L’espece est
itéropare et les individus se reproduisent une seule fois par année, au printemps.
L’augmentation de la température de I’eau ainsi que d’autres facteurs environnementaux,
tels la photopériode, les types de substrat ou encore le niveau et la vélocit¢ de I’eau,
viennent influencer le cycle reproductif de la perchaude (Whiteside et al. 1985; Wang &
Eckmann 1994). Les males vont arriver sur les sites de frai quelques jours avant les
femelles. Ces dernicres ne vont quitter les eaux profondes d’hivernage que vers la fin du

mois de mai. Une seule femelle peut étre accompagnée de deux a cinq males qui vont la
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suivre tout au long de ses déplacements durant la période de frai. Aprés la fécondation des
ceufs, seuls les males vont rester a I’intérieur ou a coté des sites de frai jusqu’a la fin de la
période de reproduction (Muncy 1962). L’ensemble des ceufs est pondu sous forme de long
cordon gélatineux, pouvant atteindre jusqu’a deux métres de long, sur des substrats variés :
des roches ou du gravier, des macrophytes aquatiques, des racines d’arbres, de branches
mortes ou tous autres matériaux se trouvant a des profondeurs de 0,5 a 8 m, dans la zone

littoral (Craig 1987).

1.4.2. Répartition des larves au stade de vie précoce

Les ceufs éclosent apres 10 a 20 jours d’incubation, donnant naissance a des larves
mesurant environ 6 mm (Whiteside et al. 1985). Le stade larvaire est une période cruciale
dans le développement des individus, dans la mesure ou ils sont moins protégés contre
certains facteurs de I’environnement, tels les risques de prédation. Les patrons de
répartition des larves de la perchaude et de la perche européenne sont trés similaires : apres
I’éclosion, elles sont entrainées, dans un premier temps, vers la région limnétique grace a
un transport passif par les courants, ces derniers étant controlés par 1’action du vent (Aalto
& Newsome 1993). Les larves restent ensuite dans la zone pélagique jusqu’a la
métamorphose. Les juvéniles effectuent finalement une migration active graduelle vers le
littoral et vont rester exclusivement dans cette zone lorsqu’ils atteignent une taille d’une
trentaine de millimeétres (Coles 1981; Whiteside et al. 1985; Post & McQueen 1988; Wang
& Eckmann 1994).

Le premier déplacement passif a ce stade de vie précoce des Perca spp. coincide

avec I’abondance des prédateurs sur le littoral et la répartition spatiale des proies ; on
yr , o .

remarque, en effet, que I’épuisement des réserves vitellines concorde avec I’arrivée des

larves dans la zone pélagique ou on y retrouve une abondance de copépodes et de

cladoceres, leur alimentation principale a ce stade de vie (Whiteside et al. 1985). Dans le
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lac de Constance, Wang et Eckmann (1994) ont également noté que les déplacements des
larves de perches, bien que passifs, coincident avec 1’abondance du zooplancton dans la
zone pélagique. Dettmers et al. (2005) ont pour leur part montré les mémes patrons de
déplacement chez les larves de perchaudes du lac Michigan, tout en soulignant des
conditions de ressources alimentaires plus abondantes au large que sur les sites de ponte

pres du bord.

La pigmentation vient également expliquer en partie cette répartition. La migration
des juvéniles du pélagique vers le littoral coincide avec 1’apparition de la pigmentation
(Breder 1962). Cette derniere pourrait accroitre le risque de prédation des larves, au large.
Ainsi, aprés la métamorphose, soit a la deuxieéme phase de migration, les individus
acquierent la capacité a nager activement et peuvent revenir vers le littoral : ce serait ainsi

une stratégie afin d’éviter les prédateurs (Coles 1981).

1.4.3. La répartition des adultes

1.4.3.1. L’utilisation de I’habitat

Plusieurs adaptations locales ont été¢ observées chez les perchaudes selon les
conditions du milieu, afin de maximiser la survie des individus. Malgré le modele
généralisé du développement ontogénique de cette espece, le moment de la migration peut,
par exemple, différer a la fois entre et au sein des populations (Post & McQueen 1988),
suggérant une adaptation soit selon 1’abondance des proies, soit en fonction du risque de
prédation. On remarque également que dans le but d’éviter les effets néfastes des rayons
ultraviolets, les ceufs sont pondus a des niveaux plus profonds dans les lacs ou la lumiére

pénétre plus facilement (Williamson ef al. 1997; Huff et al. 2004).

L’utilisation de I’habitat peut également se traduire par des variations phénotypiques

entre les populations, résultant des différentes conditions environnementales (Robinson &
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Wilson 1994). Une étude sur les otolites de perchaudes de la partie ouest du lac Supérieur,
dans la région des Grands Lacs, a révélé que les jeunes perchaudes d’ages +1 provenant de
sites de frai différents présentent des empreintes distinctes au niveau des otolites : des
concentrations d’éléments chimiques peuvent étre décelées apres un séjour dans un habitat
particulier, indiquant que pendant au moins une partie de leur vie, les perchaudes
demeurent a un site particulier (Brazner et al. 2004a). Les individus provenant de deux
régions du méme lac différent tant au niveau superficiel des otolites (indiquant 1’utilisation
d’habitats différents a 1’dge adulte) qu’au niveau du noyau des otolites (indiquant que les
individus utiliserent aussi de sites différents a un stade de vie plus jeune). Les individus de
la méme région présentent cependant des similarités de concentrations tant a la marge et
que dans le noyau des otolites montrant qu’ils ont non seulement demeuré ensemble, mais

qu’ils proviennent également des mémes pouponnieres (Brazner et al. 2004b).

En Europe, les perches du lac de Constance présentent des intensités d’infection
parasitaires différentes en fonction de leurs sites de captures (Balling & Pfeiffer 1997),
suggérant que les adultes utilisent leur habitat différemment et qu’ils sont peu en contact

avec les populations des autres localités du lac.

1.4.3.2. La fidélité au site

La distance de déplacement des perchaudes adultes semble ne pas excéder 4 km
(Thorpe 1977), bien que lors des expériences de marquage-recapture, des individus errants
aient été retrouvés a des dizaines de kilométres du lieu de marquage (Dumont 1996; de
Lafontaine et al. 2006; Glover et al. 2008). Outre cette sédentarité, des observations
suggerent également que les individus se reproduisent aux mémes sites pendant plusieurs
saisons de reproduction. Cette fidélité¢ au site a par exemple été mis en évidence par des
expériences de marquage-recapture, indiquant que les perchaudes utilisent le méme site

pour se reproduire pendant au moins deux ans (Muncy 1962). Par la méme méthode,
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Kipling et Le Cren (1984) ont révélé I’existence de ce comportement chez la perche du lac
Windermere, en Angleterre ; la recapture de certains individus au méme site a été possible
sur plus de huit saisons de frai consécutives. Au Pays-Bas, la migration des perches semble
¢galement étre limitée dans I’espace : la premiére année, 92% des individus recapturés
provenaient des sites originaux de marquage, méme si on les avait déplacés préalablement a
un autre site, et le méme pourcentage a ét€ observé durant les trois années suivantes
(Willemsen 1977). Des études plus récentes de capture-marquage-recapture viennent
confirmer cette fidélité au site de fraye dans le lac Michigan ou 35 a 80% des individus

marqués sont retournés a leur site de marquage (Glover et al. 2008).

1.4.3.3.  Une espece philopatrique

Des observations écologiques et des différences génétiques entre des populations
d’un méme lac indiquent I’existence de la philopatrie chez la perchaude. Le dénombrement
annuel de masses d’ceufs sur pres de dix ans, ainsi qu’une manipulation expérimentale
consistant a retirer des masses d’ceufs a un site de frai ont été effectu¢ dans le but de
comprendre le choix des sites de reproduction des perchaudes du lac Lochaber, en
Nouvelle-Ecosse (Aalto & Newsome 1989, 1990). Le prélévement systématique des masses
d’ceufs a une frayeére donnée pendant quatre ans entraina une réduction du nombre des
masses d’ceufs a ce méme site les années suivantes et cela, méme si le site restait une
frayére potentielle (Aalto & Newsome 1989, 1990). Ces résultats suggerent ainsi

I’existence potentielle de la philopatrie chez cette espece.

Des structures génétiques de populations de perches ont également été mises en
¢vidence. Par exemple, des analyses de microsatellites ont démontré que les perches du lac
de Constance ne forment pas une population panmictique, mais seraient subdivisées en
deux populations génétiquement distinctes (Gerlach et al. 2001). Cette structure pourrait

étre le résultat d’un comportement de fidélité au site de naissance lors de la reproduction ou
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d’une reconnaissance des individus apparentés, les amenant a toujours rester dans le méme
banc et ainsi a s’isoler durant la reproduction. Behrmann-Godel et al. (2006) ont remarqué
que les juvéniles de perche, par I’intermédiaire de signaux olfactifs, démontrent une

préférence pour leur propre population plutdt qu’une qui leur est inconnue.

Dans un lac de 24 km?, le lac Erken en Suéde, Bergek & Bjorklund (2007) ont mis
en ¢évidence I’existence de différences génétiques entre sept des neuf localités étudiées.
Cela serait expliqué par I’existence de barricres cryptiques (e.g. température, salinité,
courants de I’eau) a la dispersion dans le lac ou encore de philopatrie chez la perche,
menant ainsi a une divergence génétique sur une petite échelle. Parce les écarts entre la
capacité¢ de dispersion de I’espece et le mouvement réel des genes doivent €tre pris en
compte dans les études de différenciation génétique des populations, Bergek et Bjorklund
(2009) ont étudi¢ la différenciation morphologique et génétique de la perche de la mer
Baltique a deux échelles spatiales. Dans les deux cas, des différences génétiques
significatives ont été¢ mises en évidences entre les différentes localités. Dans le lac Erken, la
différenciation génétique trouvée entre les localités en 2004 s’est avérée étre encore
présente en 2006 (Bergek & Olsson 2009). Ces résultats viennent soutenir fortement

I’existence de la philopatrie chez cette espece.

En Amérique du Nord, I’organisation génétique de populations de perchaude a aussi
¢t¢é mise en ¢évidence sur une échelle plus large. Des différences génétiques et
morphologiques ont été observées entre les populations de perchaudes des lacs Huron et
Michigan, mais également entre celles des habitats littoraux et des zones humides du lac
Michigan (Parker et al. 2009). L’utilisation de six loci microsatellites a aussi pu mettre en
évidence une différenciation génétique entre le lac Michigan et la Green Bay (Miller 2003).
L’utilisation de marqueurs microsatellites a ¢galement permis de montrer une
différentiation génétique des perchaudes le long du fleuve Saint-Laurent (Québec, Canada).

Cette différenciation serait expliquée par le paysage (Leclerc ef al. 2008).
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1.5. La perchaude dans le lac Saint-Pierre

Le lac Saint-Pierre est un lac fluvial résultant de 1’élargissement du fleuve Saint-
Laurent. Il posseéde une superficie de 18 000 ha, atteignant 31 500 ha lorsque I’on considére
la ligne des plus hautes eaux (Frenette et al. 2003). De part sa grande richesse biologique,
ce lac fluvial a été reconnu comme une zone humide d’importance internationale par la
convention de Ramsar depuis 1998 et désigné réserve €cologique de la biosphére par
I"UNESCO en 2000. La péche a la perchaude est ancrée dans la tradition de la région, tant

au niveau socio-économique que culturelle.

Cependant, une baisse de son abondance est observée, comparativement aux
effectifs des années 1970 (Magnan et al. 2007). Afin d’¢élaborer des stratégies
d’aménagement pour cette espece, il est donc important de déterminer s’il existe différentes
populations de perchaude dans le lac Saint-Pierre, mais également d’identifier le

mécanisme qui en est responsable.

Des indications suggeérent indirectement I’existence possible de plusieurs
populations de perchaude dans le Lac Saint-Pierre. L’utilisation combinée des ratios
isotopiques du carbone et la comparaison des parasites a permis de déterminer que les
individus adultes se nourrissent dans un rayon de 2 km, suggérant ainsi une certaine
sédentarité des individus (Bertrand et al. 2011). De plus, une différence de croissance et de
taille entre les individus des rives nord et sud est également observée, indiquant que les
individus demeurent assez longtemps dans une région donnée pour croitre de fagon
différentielle en fonction des différentes conditions environnementales (Glemet &
Rodriguez 2007). La comparaison des infections parasitaires montrent également
I’existence de plusieurs groupes distincts (Bertrand ef al. 2010). Finalement, les
déplacements entre les deux rives, ou entre deux régions de la méme rive du lac semblent

¢galement peu fréquents (Bertrand et al. en préparation).

Compte tenu du fait que la perchaude est une espece philopatrique, une organisation

génétique de cette espece est donc attendue dans le lac. Pourtant, aucune différence
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génétique significative chez les adultes n’a été détectée avec 1’utilisation de marqueurs
microsatellites (Leclerc er al. 2008), suggérant la présence d’une seule population

panmictique dans le Lac Saint-Pierre.

La colonisation du lac ne s’est toutefois effectuée que trés récemment. Apres le
recul des glaciers a la fin du Pléistocene, les plaines du Saint-Laurent, y compris le Lac
Saint-Pierre, ont été immergées sous ’eau de mer. Le retrait de la mer de Champlain
couvrant cette portion de territoire ne s’est produit qu’il y a 8000 ans. De plus, I’absence de
structure génétique marquée suggere que les perchaudes du fleuve Saint-Laurent émanent
d’un groupe fondateur unique (Leclerc ef al. 2008). Une faible différentiation génétique

entre les populations est donc attendue.

1.6.  Objectifs et hypothéses de I’étude

La présente étude a pour objectif de déterminer s’il existe ou non des populations
sympatriques de perchaude dans le Lac Saint-Pierre. La capacité natatoire et 1’absence de
barriere physique majeure pourraient permettre un déplacement important des adultes dans
le lac et la formation d’une seule population panmictique. Cependant, cette espéce semble
relativement sédentaire et pourrait vraisemblablement effectuer un comportement de

fidélité au site de natalité.

Dans le contexte de la présence de multiple populations sympatriques et de
philopatrie des individus, notre hypothese est qu’il existe une corrélation entre la similarité
génétique des individus et leur site de captures et ce, méme si aucune barriere physique
n’est présente pour empécher le déplacement des poissons adultes a I’intérieur du lac. De
plus, une stabilité¢ de ces similitudes génétiques entre individus d’un méme site de frai et
des différences entre les frayéres sera observée sur plusieurs années puisque ce sont
toujours les individus de la méme population qui s’y reproduisent, créant ainsi un isolement

lors de la reproduction.
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En absence de philopatrie, nous nous attendons a n’observer aucune corrélation
entre la similarit¢ génétique des individus et leur site de capture. L’ensemble des

perchaudes du Lac Saint-Pierre constitueraient ainsi une population panmictique.

Afin de répondre a cet objectif, deux approches complémentaires seront réalisées.
Dans un premier temps, la pertinence de 1’utilisation des marqueurs AFLP sera confirmée
par des simulations. Le nombre restreint de générations simulées permettra de reproduire et
de comparer 1’évolution des deux marqueurs génétique depuis la récente mise en place du
systéme et ainsi estimer indirectement ’effet de la dérive, des taux de mutations et de la

variabilité des marqueurs pour permettre une différentiation des populations.

Des analyses génétiques seront ensuite appliquées sur des individus capturés suite a
leur émergence (les larves) afin d’estimer la corrélation entre la similarité génétique des
individus et leur position géographique. L’utilisation des larves plutot que d’adultes permet
la localisation du site de naissance des individus parce que ces derniers n’ont pas la capacité
de se déplacer activement apres 1’éclosion des ceufs (Whiteside e al 1985). La
différentiation génétique des individus sera estimée a partir de la méthode d’AFLP et des

microsatellites.

La confirmation de I’existence de plusieurs populations de perchaudes dans le Lac
Saint-Pierre permettrait d’établir des plans de conservations adéquats et ainsi favoriser le
recrutement des individus. A titre d’exemple, la connaissance de I’origine des larves, soit
les sites de frai, pourrait aider a la création des aires protégées et au choix de leur

emplacement (Magnan 2002).



2. ARTICLE:

Genetic evidence for sympatric populations of yellow perch (Perca flavescens) in
Lake Saint-Pierre (Canada): the crucial first step in developing a fishery

management plan
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Abstract

To ensure the persistence of species facing anthropogenic pressures, understanding the
mechanisms that structure populations are of major importance. Determining the presence
of distinct populations is a first step when sympatric populations are expected. Yellow
perch (Perca flavescens) is exploited by sport and commercial fishing in Lake Saint-Pierre
(Quebec, Canada). Because the habitat characteristics are spatially structured and this
species is known to display natal site fidelity, this study aims to assess whether sympatric
populations of yellow perch coexist in Lake Saint-Pierre. Low genetic differentiation is
expected due to the recent colonization of the system (< 8 K years). Simulations were first
performed to confirm that population differentiation is better depicted by using AFLP than
microsatellite markers. A survey of the variation throughout the entire genome was then
performed by using the AFLP approach. To link individuals to their natal site, yellow perch
larvae from different cohorts captured at different stations were analyzed. Results of three
distinct AFLP surveys indicated a correlation between genetic composition of individuals
and geographic sites. These results confirmed the presence of multiple sympatric
populations in Lake Saint-Pierre, resulting from natal site fidelity. While the genetic
differentiation is very low, the management of this species should take into account the

existence of distinct population structures.

Key words:
AFLP, genetic differentiation, fishery management plan, natal site fidelity, yellow perch,

Lake Saint-Pierre
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2.1. Introduction

A sustainable management program of sport and commercial fish species is a major
concern. In fact, human impact on the environment can result in loss and fragmentation of
habitat, species introduction, pollution, climate change and overexploitation of populations
(Soule 1991). To provide managers with information that could be used to elaborate a
sustainable management program, population assessments is of prime importance. In fact,
each independent population of a given species have specific recruitment, growth, and
mortality rates that determine their own population dynamics. An important prerequisite to
elaborate such strategies is to identify the number of reproductively distinct populations

(Ferguson 1989; Waples 1991; Rossiter et al. 2000).

Physical boundaries limiting adult dispersal in aquatic or marine environments may
be cryptic or absent while distinct reproductive units can exist (Dittman & Quinn 1996;
Moore et al. 2005; Han et al. 2008). Behaviour such as natal site fidelity, which is
characterized by the return and the reproduction of an individual to its site of birth (Blair &
Quinn 1991), may result in distinct reproductive units even in absence of physical barriers.
Such a behaviour is common in fish (Nielsen et al. 1999; Waters et al. 2000; Adams et al.

2006; Massicotte et al. 2008).

Numerous methods can be used to discriminate sympatric populations including
capture-mark-recapture experimentation, life history characteristics, parasites compositions
or otolith microchemistry (Burnham & Overton 1979; Pradel 1996; Begg & Waldman
1999). However, genetic assessments are generally required to confirm the presence of
reproductively distinct populations (Meylan ef al. 1990; Varnavskaya et al. 1994; Miller et
al. 2001; Freedberg et al. 2005). In fact, significant differences in allele frequencies can be
detected when populations are isolated for a sufficient number of generations (Waples
1998). However, the failure in detecting genetic differences between populations does not
necessarily indicate that reproductively isolated populations do not currently exist, because

differentiation is a processes extending over many generations (Crandall et al. 2000).
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Because the different genetic markers may display different characteristics in term of
dominance, variability and abundance, the choice of the method to be used is critical

(Ferguson & Danzmann 1998; Mariette et al. 2002; Campbell et al. 2003).

The yellow perch, Perca flavescens, is a freshwater fish largely distributed in
temperate and subarctic areas of North America (Craig 1987). The species is subject to
sport and commercial fishing in many systems since the beginning of the century (Thorpe
1977; Bronte et al. 1993; Malison 2000). There are evidence that yellow perch, as well as
its sister species, the Eurasian perch (Perca fluviatilis), display natal-site fidelity (Aalto &
Newsome 1989, 1990; Gerlach et al. 2001; Bergek & Bjoérklund 2009; Bergek & Olsson
2009).

In Lake Saint-Pierre (LSP), Saint-Laurence system, Quebec, Canada, the yellow
perch represents an important socio-economic resource. This fluvial lake of St. Lawrence
River has a surface area of 350 km” and was designated as a wetland of international
significance under the Ramsar Convention since 1998 and a biosphere reserve by
UNESCO, in 2000. Previous studies suggest the existence of several populations in LSP.
Different carbon stable isotope ratios and parasite infections are observed at different
localities of LSP (Bertrand et al. 2010; Bertrand ef al. 2011). As well, different growth
adult rates are observed between shores (Glemet & Rodriguez 2007), suggesting
differential habitat uses and low individuals contact among populations from different areas
of the lake. However, the lake was open to colonization by freshwater fishes only recently.
Following the glacier retreat at the end of the Pleistocene, marine water invaded most of the
St. Lawrence lowland — including LSP; the retreat of the Champlain Sea from this area
occurred only ca. 8 000 years ago. In addition, yellow perch of the St. Lawrence River are
known to originate from a unique founder group, as no marked genetic structure was
detected (Leclerc et al. 2008). Low genetic differentiation among populations is therefore

expected.
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This study aims at determining whether several populations of yellow perch coexist
in LSP. Because of the high number of low variable loci provided by AFLP, this method is
known to display better performance in detecting population differentiation than
microsatellite markers in some cases (Campbell ef al. 2003; Gaudeul et al. 2004). The first
specific objective of this study was to confirm the usefulness of AFLP markers compared to
microsatellites by using simulations. The second specific objective was to assess genetic
differentiation among five putative populations within LSP. . We characterized the genetic
diversity of each spawning site by capturing individuals in the first two weeks following
their emergence. Because larvae of this species have limited capacity to move actively
(Whiteside et al. 1985), they better depicted reproductive processes than adults. To reduce
the probability of capturing kins, different years and several sites were sampled for each
area of LSP. Genetic diversity was screened using AFLP method, considering the

simulation results.

2.2. Materials and Methods

2.2.1. Simulations

In order to investigate the differences between AFLP and microsatellite markers,
population were simulated using EASYPOP software, version 2.0.1 (Balloux 2001). Five
populations of 3 000 individuals were settled. For each population, 4 000 generations were
generated whose the first 1 000 were used to homogenate allele frequencies by imposing
high migration rate (m = 0.5) and simulate a unique large founder group. The following
3,000 generations were followed using various migration rates (varying from m = 3.10™ to
m =10") and a stepping stone model in order to enable population differentiation, taking
into account that yellow perch are mature at the age of 2-3 years (Craig 1987) and have

colonized LSP 8000 years ago. This also allowed simulation of different number of
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effective migrant per generation (Ngm) because the effective size of natural populations is

unknown. For each migration rate, 10 replicates were computed.

Two genetic markers were simulated. On the one hand, 10 microsatellite loci were
generated with stepwise mutation model (SMM), with two mutation rates p = 5.10" and p =
10° and 10 possible allelic states; these parameters are common in microsatellite studies
(Slatkin 1995; Nauta & Weissing 1996; Balloux ef al. 2000). On the other hand, 100 AFLP
loci were generated using a K-allele model (KAM) with two possible allelic states, and a
mutation rate of p = 10”. The dominance of AFLP markers was taken into account by
changing heterozygote in one of the homozygote. Samples of 20 individuals per population

were used to compare both markers.

2.2.2. Sampling

Larvae were sampled 1-2 weeks following their emergence in May and June.
Sampling was conducted by Quebec Ministry of Natural Resources and Wildlife (MRNF;
Quebec, Canada) using push net methods (Paradis et al. 2008) at numerous sites distributed
around the lake. Five areas, separated by 5 to 12 km, were chosen (Fig. 2.1) according to
the abundance of larvae (unpublished data). For each area, two years (2003-2004 or 2008-
2009) and two sites, separated by ca. 0.5 to 3.40 km, were selected in order to avoid sibling
sampling (Fig. 2.1, Table 2.1). In addition to LSP samples, two populations from distinct
lakes (Gagnon & Angers 2006) were included to assess differentiation in the absence of

migration.
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Figure 2.1. Location of the Lake Saint-Pierre (Canada) and areas sampled. Arrow indicated
the direction of water flow.
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Table 2.1. Characteristics of the sampling sites. Dates of sampling, geographic coordinates and number of
individuals analysed with three distinct AFLP surveys.

# of individuals

Code Sampling date Geographic coordinates AFLP1  AFLP2  AFLP3

D 2008 12-Jun 46.20794 -72.65937 - 5 5
2008 03-Jun 46.18998 -72.69617 - - 6

2009 06-Jun 46.19915 -72.65859 - 2 7

2009 06-Jun 46.19317 -72.69134 - - 4

F 2003 27-May 46.14660 -72.81855 5 - -
2004 02-Jun 46.14323 -72.80480 5 - -

2008 30-May 46.14580 -72.80933 - 5 8

2009 26-May 46.14101 -72.81177 - 4 10

G 2008 02-Jun 46.13729 -73.01412 - 5 6
2008 02-Jun 46.14727 -73.00002 - - 6

2009 15-Jun 46.13901 -72.99918 - 3 8

M 2004 27-May 46.19117 -73.00322 6 - -
2008 29-May 46.19321 -72.97397 - - 4

2008 28-May 46.19321 -72.97397 - 3 7

2009 04-Jun 46.20885 -72.95030 - 5 8

Y 2004 28-May 46.26333 -72.85480 5 - -
2008 04-Jun 46.26074 -72.83183 - 6 6

2008 04-Jun 46.26423 -72.81647 - - 6

2009 10-Jun 46.26040 -72.83172 - 5 5

2009 10-Jun 46.26678 -72.82529 - - 6

Total 21 43 102
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2.2.3. AFLP fingerprinting

Larvae were preserved in 95% ethanol. Morphological identification of yellow
perch was performed by the MRNF. Total DNA was extracted by proteinase K digestion
followed by phenol-chloroform purification and ethanol precipitation (Sambrook et al.

1989).

Genetic variability was surveyed by AFLP procedure (Vos et al. 1995). Three
different DNA fingerprints were performed using two sets of restriction enzyme: AFLP 1
(Msel - EcoRI) was first performed as a preliminary analysis; AFLP 2 (Msel - EcoRI) and
AFLP 3 (Taqal - EcoRI) were performed on individuals from two others sampling years.
Different number of selective combinations according to the restriction enzymes were
performed (Table 2.2). However, when using Taqol and EcoRI restriction enzymes, an
additional digestion was performed by adding three restriction enzymes to the selective
PCR product (Rsal - Hinfl - Mbol or Msel - Nlalll - Alul). In contrast to the TE-AFLP
method (Van der Wurff e al. 2000), this procedure provides additional restriction
fragments. Such separate and distinct AFLP analyses allow the cover of different regions of
the genome and therefore help to minimize the chance that loci under selection were

responsible of the similarity in clusters.

Electrophoresis was performed on a denaturing 6% polyacrylamide (19:1
acrylamide:bis-acrylamide) gel for AFLP products. Silver nitrate staining was used to

visualize polymorphism (Bassam ef al. 1991).
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Table 2.2. Characteristics of the different AFLP surveys performed in this study. For each survey, the number
of individuals and number of loci surveyed (polymorphic loci are in parentheses) are indicated.

AFLP1 AFLP2 AFLP3
Restriction enzymes EcoRI — Msel EcoRI — Msel EcoRI — Taqal
Selective PCR * 9 6 1
Post-amplification Rsal - Hinfl - Mbol
restriction enzymes ) ) Msel - Nlalll - Alul
Sampling years 2003-2004 2008-2009 2008-2009

n Loci n Loci n Loci

Site D - - 7 322 (141) 22 152 (77)
Site F 10 750 (385) 9 330 (164) 18 154 (75)
Site G - - 8 317 (154) 20 159 (81)
Site M 6 759 (301) 8 315(148) 19 156 (75)
Site Y 5 641 (195) 11 329 (159) 23 157 (75)
Total LSP 21 842 (476) 43 349 (214) 102 160 (99)
Lake M2 - - - - 7 160 (42)
Lake O2 - - - - 7 174 (86)
All lakes 21 842 (476) 43 349 (214) 116 187 (136)

*Selective combinations used for AFLP 1 (EcoANNxMseCNN) ACxAG, ACXTC,
GCxAG, ACxGC, CGxGC, CGxAG, GGxTT, AGxCC, GCxCC; AFLP 2
(EcoANNxMseCNN) ACXTC, CGxGC, AGxCC, GCxTT, ACXTT, AGxAG; AFLP 3

EcoACGxTaqCTA
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2.2.4. Statistical analyses

2.2.4.1. Characterization of population diversity of sampled individuals

Allele frequencies were estimated from the presence-absence of AFLP loci,
assuming Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) and using the square root method (Krauss
2000). An index of population differentiation was thus estimated by calculating the Fsr
(Weir & Cockerham 1984) and significance were assessed by 1000 permutations. These
parameters were estimated with AFLP-SURYV, version 1.0 (Vekemans 2002), a software
which processes with AFLP presence-absence data. To ensure that all used markers are
neutral, BayeScan version 2.01 (Foll & Gaggiotti 2008) and Mcheza software (Antao &
Beaumont 2011) were used to identify candidate loci under natural selection, using

respectively Bayesian and Maximum Likelihood methods.

2.2.4.2.  Clustering analysis with no assumption about population structure or no a priori

method.

For both simulated and sampled populations, phylogenetic relationships among
individuals were inferred to determine whether genetic similarities within sites are higher
than among sites. Euclidian distance (Danielsson 1980) was estimated from the presence-
absence of AFLP loci while allele sharing distance (DAS) (Jin & Chakraborty 1994) was
used for microsatellite markers. Genetic distances were then used to infer a phylogenic tree
using the neighbour-joining (NJ) method, a cluster method which does not require the data
to be ultrametric (Saitou & Nei 1987). A phylogenetic parsimony score (PPS) (Fitch 1971)
for each NJ tree was calculated to assess the geographic homogeneity of cluster. Because a
different number of individuals were used for each batch of sampled data, PPS were
standardized as follow: [PPS - (number of populations - 1)] / (number of individuals -1). A
cluster exclusively composed of individuals from a single site has a standardized PPS of

zero while a random organization will tend to be close to 1. DAS distance and NJ trees
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were computed using POPULATIONS, version 1.2.30 (Langella 2007), and Euclidian

distance and PPS were calculated with R, version 1.12.2 software.

2.2.4.3.  Clustering analysis with a priori

The proportion of individuals correctly and unambiguously reassigned to their
population or spawning site (p-value > 0.05 for only the originated population or site)
according to allele frequencies were calculated for microsatellite and AFLP loci with
respectively GENECLASS2 (Piry et al. 2004) and AFLPOP, version 1.1 (Duchesne &
Bernatchez 2002).

For samples from LSP, the a priori of the clustering analysis is based on the
assumption that individuals from the same spawning site belong to the same population.
Redundancy analyses (RDA) were computed to have constrained ordination between
genetic polymorphism and spatial distribution of larvae for AFLP loci. Regression was

tested using 1000 permutations; R version 1.12.2 software was used.

2.3. Results

2.3.1. Simulations

For both AFLP and microsatellite markers, population differentiation decreases
when Ngm increases. At low rate of migration (m = 0.0003), population differentiation is
characterized by high Fgr values and low parsimony scores, indicating that individuals are
correctly clustered according to their population. High percentage of reassignment of
individuals to their population of origin is observed (Fig. 2.2C). When increasing migration
rate, a gradual homogenization of populations occurred: increasing parsimony score (more
clustering errors) is observed as function of migration rate, Fsr values and correctly

reassignment rate also decreased (Fig. 2.2A and 2.2C).
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Figure 2.2. Results of AFLP and microsatellites markers simulations. (A) Population differentiation, (B)
Standardized parsimony scores and (C) proportion of correct reassignment as function of Ngm for
microsatellite (circle) and AFLP (triangle) markers.

Results of the simulations revealed that for any of the Ngm used, Fsr values are
higher for AFLP than for microsatellites (Fig. 2.2A). This difference between markers
increases as Ngm decreases. When populations are homogenized (i.e. Ngm ranging from 30
to 300), no population differentiation is detected with AFLP or microsatellite markers (high
standardized PPS, values ranging from 0.31 to 0.63). Moreover, low values of Fsr and no

significant differentiation are observed between both markers (Fig. 2.2A).
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In addition, individuals failed to be correctly reassigned to their population of
origin, although the rate of reassignment is slightly higher when using AFLP than
microsatellites markers (mean of 15% vs. 3% respectively, Fig. 2.2C). In contrast, when
Nem is lower than 9, ALFP markers allow for a better clustering of individuals according to
their population (lowest parsimony scores) than using microsatellite markers. As a result,
AFLP performed better for both clustering of individuals and reassignments (Fig. 2.2B and
2.2C). The same observations are made whatever the mutation rate used for microsatellite

markers (1.10” or 5.10™ mutations per generation) (Fig. 2.2).

2.3.2. AFLP data from LSP

AFLP 1 was performed as a preliminary analysis. Numerous loci were scored (842
loci) for a limited number of individuals (21 individuals) sampled in 2003 and 2004, with
476 polymorphic loci (56.53 %). High Fsr value was obtained (0.2316, p-value < 0.001)
and perfect cluster of individuals according to their sampling site is observed with a
standardized PPS of zero (Fig. 3A). This result is confirmed by RDA analysis (R* = 0.205,
p-value =0.001, Fig. 3B).

Analyses of additional individuals from two other sampling years (2008 and 2009)
provide a total of 349 and 160 loci for AFLP2 and AFLP3 respectively. While performed
using different endonucleases, the proportion of polymorphic loci was similar between the
two AFLP analyses, 61.32 % (214 loci) and 61.88 % (99 loci) respectively. Significant Fgr
values were estimated for AFLP2 (0.1610, p-value < 0.001) and AFLP3 (0.1010, p-value <
0.001). Reassignment rates were 74.42% and 43.14% and standardized PPS values of 0.16
and 0.13 for AFLP2 and AFLP3, respectively (Fig. 3C and 2E). This indicates that
individuals clustered according to sampling site whatever the years when they where
sampled. RDA supported the spatial organization of individuals for AFLP2 (R*=0.213, p-
value = 0.001) and AFLP3 (R* =0.139, p-value =0.001) (Fig. 3D and 3F).
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Comparison between LSP sites and two geographically distant lakes confirmed the
very low differentiation among LSP sites. Both with and without a priori methods showed
no ambiguity in individuals clustering according to their lake of origin: a null standardized
PPS is observed, correct reassignment rate is up to 81 % and differences between lakes are

also confirmed with RDA analysis (R* = 0.146, p-value < 0.001).

Few loci were detected as being possibly under positive selection for AFLP1 (12
loci; 2.02 %), AFLP2 (18 loci; 5.16 %) and AFLP3 (4 loci; 2.50 %) when using Mcheza
program. On the other hand, analyses with Bayescan software revealed to be more
conservative as only one or two loci was detected as outlier loci for each independent AFLP
procedures. Furthermore, similar Fsr values and standardized PPS were obtained when
excluding these loci (Table 2.3). Performing RDA analysis also provided the same
organization for AFLP1 (R? = 0.186, p-value = 0.001), AFLP2 (R* = 0.200, p-value =
0.001) and AFLP3 (R* = 0.123, p-value = 0.001).

Table 2.3. Results of the different AFLP performed in this study. Partition of the genetic diversity (Fsr),
standardized parsimony scores and reassignment rate are given over all loci and without loci presumably
under positive selection (outlier loci detected with Mcheza program).

AFLP1 AFLP2 AFLP3
With all loci
Fgr 0.2316* 0.1610* 0.1010*
Standardized PPS 0 0.1667 0.1287
Reassignment rate 90.47 % 74. 42 % 43.14 %

Without loci detected as under positive selection

Detected outliers loci 12 (2.02 %) 18 (5.16 %) 4 (2.50 %)
Fsr 0.2141%* 0.1501* 0.0884*
Standardized PPS 0 0.1905 0.1862
Reassignment rates 90.48 % 76.74 % 22.55%

*p-value < 0.001
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Figure 2.3. Individual relationships inferred from the different AFLP surveys. Unrooted NJ trees obtained for
AFLPI (A), AFLP2 (C) and AFLP3 (E). RDA plots obtained for AFLP1 (B), AFLP2 (D) and AFLP3 (F) as a
function of sampling sites within LSP (colors). Percentage of constrained inertia for each corresponding axes
are in parentheses. Triangles and circles symbols indicate individuals sampled respectively in 2003 and 2004
for AFLP1 and in 2008 and 2009 for AFLP2 and AFLP3.
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2.4. Discussion

2.4.1. Genetic differentiation of sympatric population in LSP

The present study shows that yellow perch of LSP are more genetically similar
within an area than among geographically distant ones. Furthermore, no marked
differentiation is observed among years. These results confirmed the presence of multiple
sympatric populations in the lake. Individuals representative of a given area were collected
over two years, at two different sites and sampled at different dates to reduce the
probability of sampling related individuals. Consequently, it appears extremely unlikely

that sibling sampling was responsible for the genetic similarity observed within the region.

Similarly, loci under putative positive selection have been detected because of their
higher than expected Fsr over all loci. However, removing those loci from the analyses
resulted in similar population differentiation. This indicates that clustering of individuals
per site was not a consequence of a few loci but rather that several loci provide a similar
trend. Interestingly, the fact that some loci displaying a strong geographic signal should be
under selection would represent further evidence of spatial organization through time. On
the alternative hypothesis that larvae are from a panmitic population, such a geographic
signal over tens of loci would be the result of selection on individuals at each generation,

which is unlikely because it involves that larval population would have high mortality rate.

2.4.2. Natal site fidelity behaviour

The presence of multiple sympatric populations in LSP is consistent with yellow
perch natal site fidelity. The species is known to be generally sedentary and displacements
of adults do not generally exceed 4 km, although some vagrant individuals have been found

tens of kilometres from marking sites (Thorpe 1977). Furthermore, local characteristics
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such as otoliths chemical concentration, migration time or ultraviolet radiation tolerance are
observed according to environmental condition (Post & McQueen 1988; Williamson et al.
1997; Brazner et al. 2004a; Brazner et al. 2004b), as well as in its sister species, the
Eurasian perch (Balling & Pfeiffer 1997). Both species also display spawning-site fidelity,
as shown by mark-recapture experiments (Muncy 1962; Willemsen 1977; Kipling & Le
Cren 1984; Glover et al. 2008). Within LSP, yellow perch display different growth rates
(Glemet & Rodriguez 2007) and Bertrand ef al. (2011) have also show that feeding ranges

do not exceed 2 km in LSP, suggesting a non-random distribution of individuals.

The natal site fidelity behaviour of yellow perch has been also tested by egg masses
manipulations on a specific spawning site of Lake Lochaber, Nova Scotia, Canada. Four
years of systematic removal of egg masses resulted in a declining number of eggs laid on
that site years after, even though the site stayed a potential spawning ground (Aalto &
Newsome 1989, 1990). This behaviour has also resulted in genetically distinct sympatric
populations of Eurasian perch (Gerlach et al. 2001; Bergek & Bjorklund 2007) and the
same pattern was observed over years (Bergek & Bjoérklund 2009). Natal site could be
based on the recognition of olfactory signals, because it was shown that Eurasian perch is

able to recognize related individuals (Behrmann-Godel et al. 2006).

2.4.3. AFLP and larvae

AFLP markers are known to be more powerful than microsatellites in individual-
based population assignment because of the higher number of dominant loci which
compensate for the high variability of co-dominant markers to assess population
differentiation (Mariette et al. 2002; Campbell et al. 2003; Bensch & Akesson 2005).
Simulated data revealed similar trends using either AFLP or microsatellites loci. When
population differentiation is well defined (low migration rates), no significant differences

between AFLP or microsatellite markers are observed. Indeed, population genetic
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organization is detected with both methods as reported in previous studies (Mariette et al.
2001; Ravel et al. 2001). On the other hand, both methods failed in detecting genetic
organization when high migration occurs between populations. However, a difference
between the methods is observed at intermediary migration rates, where AFLP markers
allow better detection of population differentiation than microsatellites. This may explain,
at least partially, why a previous study using microsatellite markers on adult yellow perch

failed to detect genetic differentiation among sample sites within LSP (Leclerc et al. 2008).

In addition to the method, the use of larvae not only allows the localization of birth
site, but provided the certitude that individuals belong to the same cohort. Indeed, sample
of adults may result in a group of individuals from different cohorts, as yellow perch has a
life span between 6-21 years (Craig 1987). However, genetic differences over time may be
the result of variability in recruitment and reproductive success as well as effective
population size. Consequently, genetic differentiation of population could not be detected
when pooling individuals from different cohort, whereas it is observed when separating the

cohorts (Maes et al. 2006; Papetti et al. 2007; Papetti et al. 2009).

In conclusion, this study revealed that a spatial organization of multiple sympatric
populations of yellow perch coexisting in LSP, which is consistent with ecological
observations in term of local adaptations and the evidence of natal site fidelity observed in
this species. Recent colonization of LSP and expected straying among sympatric
populations leading to gene flow resulted in very low differentiation when compared to
populations from different lakes. Nonetheless, each population represents a distinct
demographic unit with specific recruitment, growth, and mortality rates. These results have
implications for management and should be considered when multiple spatially organized
populations occur in a same fishery (MacLean & Evans 1981; Lande 1988; Dionne et al.
2009). For example, spawning area may be identified and protected and an adequate

distribution of fishing quotas may be proposed.
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3.1. Populations sympatriques et philopatrie

Les résultats de la présente étude démontrent qu’au sein du Lac Saint-Pierre, les
perchaudes ne forment pas une seule population panmictique. Les individus sont
génétiquement plus similaires au sein de la méme région qu’entre des régions
géographiquement distinctes du méme lac, soulignant la présence de populations
sympatriques. Bien que 5 sites aient €té analysés dans cette étude, il est a prévoir que le
nombre de populations distinctes puisse €tre supérieur. En effet, la quasi-totalité du
pourtour du LSP est constitué¢ de sites potentiels pour la reproduction de la perchaude,

faisant en sorte que le nombre de frayeres existantes est probablement éleve.

Compte tenu de I’absence de barrieres physiques a la migration des individus, ainsi
que la capacité de déplacement active de la perchaude a I’age adulte, I’organisation spatiale
observée des populations fournit une indication supplémentaire en faveur de la philopatrie
présente chez cette espéce (Aalto & Newsome 1989, 1990). Ces résultats, couplés a la
sédentarit¢ observée dans les études précédentes, permettent de mieux comprendre le

maintien des adaptations locales constatées chez cette espece (section 1.4.3.).

La philopatrie permet un certain isolement de groupes d’individus lors de la
reproduction, entrainant ainsi une différentiation progressive de ces groupes au cours des
générations. Ce comportement est fréquent chez de nombreuses espéces notamment
aquatiques (Quinn 1993; Miller et al. 2001; Thorrold et al. 2001), suggérant qu’une
certaine valeur adaptative y est reliée. En effet, chaque unité reproductive présente des
adaptations en fonction des conditions environnementales locales afin de maximiser la
survie des individus. Chaque population est ainsi susceptible de constituer une unité

évolutive a part enticre et déboucher, a long terme, comme un mécanisme de spéciation

(e.g. Owen et al. 1990; Meyer 1993; Johnson et al. 1996; Shaw et al. 2000).

Toutefois, dans le cas de la perchaude du Lac Saint-Pierre, la différentiation des
populations demeure encore faible, du fait de la colonisation récente du systeme. De plus,

les individus étant confinés a un lac, des erreurs dans le choix des sites de frai peuvent se
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produire lors de la reproduction. Un léger mélange des individus implique ainsi un
ralentissement dans la différentiation des populations. En comparaison, malgré le fait que la
philopatrie soit un comportement trés précis chez le saumon, certains individus peuvent se
retrouver, par erreur, a frayer dans une riviére autre que leur riviére natale (Quinn & Fresh

1984).

3.2.  Le choix des marqueurs génétiques

La différentiation des populations est un phénomene dynamique et en constante
progression en 1’absence ou a un faible taux de migration des individus. Les simulations ont
permis d’estimer I’évolution des marqueurs AFLP et microsatellites dans un systéme mis
en place relativement récemment et elles démontrent 1’importance du choix des marqueurs
génétiques dans la détection d’une faible différentiation des populations. Quand la
différentiation est extrémement faible, voire absente, aucun des marqueurs AFLP et les
microsatellites ne permet de la détecter. A I’opposé, lorsque les populations sont clairement
définies, leur différentiation peut étre détectée avec I'utilisation de I’un ou I’autre marqueur
comme le montrent les données simulées. Cela a également été observé dans des études

précédentes (Mariette ef al. 2001; Ravel ef al. 2001).

Toutefois, un décalage dans la détection de la différentiation des populations est
observé suite a la comparaison des deux marqueurs génétiques. On remarque que, pour un
méme nombre de migrants effectifs par génération (Ngm), la différentiation des populations
(mesurée en terme de Fsr et taux de réassignement des individus a leur site de capture) est
plus grande lorsque que calculée avec les marqueurs AFLP que celle calculée avec les
marqueurs microsatellites. Ceci peut étre expliqué par les propriétés des marqueurs. Les
marqueurs AFLP sont dominants et peu variables : seulement deux alleles par loci peuvent
étre discriminés. Par contre, ils permettent une meilleure détection de la différentiation des

populations en raison du grand nombre de loci utilisés, qui compensent la grande variabilité
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des marqueurs co-dominants, soit les microsatellites (Mariette et al. 2002; Campbell et al.
2003; Bensch & Akesson 2005). En effet, cent loci AFLP ont été utilisés contre dix loci
microsatellites pour les données simulées. De plus, le taux de mutation différe également
selon les marqueurs génétiques. Les microsatellites, comparés aux AFLP, présentent des
taux de mutations compris entre 107 et 10 mutations par génération (Li ef al. 2002). De ce
fait, des alleles identiques peuvent se retrouver par hasard dans des populations différentes,
sans pour autant provenir de la méme mutation. L’homoplasie engendrée par ces taux de
mutations ¢€levés a ainsi pour conséquence une sous-estimation de la différentiation des

populations (Estoup et al. 1995).

Compte tenu de la faible différentiation des populations de perchaudes dans le Lac
Saint-Pierre, les marqueurs AFLP sont, par conséquent, plus appropriés que les

microsatellites dans la détection de cette différentiation.

3.3. Les marqueurs microsatellites

Les simulations ont démontré que les marqueurs AFLP présentent une meilleure
résolution que les microsatellites dans la détection d’une faible différentiation des
populations. Afin de confirmer les observations effectuées a partir des données simulées, la
différentiation génétique de certains individus a également été estimée en utilisant des
marqueurs microsatellites (Annexes 1, 2 et 3). Ces résultats n’ont cependant pas été inclus
dans D’article dans la mesure ou ils ne sont pas indispensables pour répondre a 1’objectif
principal de I’étude. Ils demeurent néanmoins intéressants pour la comparaison des

marqueurs génétiques.

Les dix loci microsatellites utilisés démontrent un niveau de variabilité élevé, avec
une richesse allélique moyenne de 7,4, compris entre 3 et 26 alleles. Une treés faible
différentiation des populations a été¢ détectée avec un Fsp de 0,0057 (p = 0,037),

significativement différent de zéro. Toutefois, le test de différentiation génétique n’a révélé
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aucune différence significative entre les populations (p = 0,237). De plus, les individus ne
peuvent étre regroupés en fonction des sites de frai avec 1’utilisation de ces marqueurs (PPS
= 0,54) et moins de 2 % des individus ont pu étre réassigné a leur groupe d’origine
(Tableau 3.1).

Tableau 3.1. Résultats des analyses distinctes de marqueurs AFLP et microsatellites. L’indice de diversité
génétique (Fsr), le score de parcimonie (PPS) standard et le taux de réassignement ont été calculé en utilisant
tous les loci.

AFLP1 AFLP2 AFLP3 Microsatellites
Nombre de loci 99 214 99 10
Fsr 0,2316* 0,1610* 0,1010%* 0,0057*
PPS standard 0,000 0,1667 0,1287 0,5400
Taux de réassignement 90,47 % 74,42 % 43,14 % 1,96 %

*p < 0.001

Ces résultats montrent que les marqueurs microsatellites, contrairement aux
marqueurs AFLP, ne permettent pas de détecter une différentiation des populations dans
notre systéme. Bien que les mémes conclusions aient également été tirées dans une étude
précédente (Leclerc et al. 2008), ces résultats sont en contradiction avec certaines
observations écologiques concernant les adaptations locales et la philopatrie de 1’espece
(section 1.4.3.). Cela souligne ainsi I’importance du choix du marqueur génétique dans la

détection de la différentiation des populations.
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3.4. Des implications en conservation

Des mesures d’aménagement pourraient é&tre appliquées afin de favoriser la
reconstitution du stock de perchaudes dans le Lac Saint-Pierre. Certaines mesures ont déja
¢té mises en place comme la réduction de la pression de péche, I’interdiction de la péche
durant la période de frai ainsi que 1’établissement d’une taille minimale capturable afin de
permettre aux individus de se reproduire au moins une fois avant d’étre capturé (Magnan
2002). Toutefois, ces mesures ne sont pas toujours optimales. Par exemple, Heyer et al.
(2001) ont mis en évidence I’existence d’effets maternels sur le phénotype et la condition
des descendants chez la perchaude : des femelles plus agées et plus grosses ont une plus
forte fécondité. Cependant, ce sont les tailles recherchées par les pécheurs. Cela remet ainsi
en cause l’efficacité des plans de gestion des stocks qui impliquent le retrait sélectif des

individus par la péche dans la mesure ou cela peut impliquer une baisse du rendement.

De plus, un des points capital dans 1’élaboration des plans d’aménagement est la
définition de I'unité de gestion (Management Unit, MU). En biologie de la conservation, les
MUs sont habituellement définies comme des populations démographiquement
indépendants dont la dynamique dépend largement des taux de natalité et de mortalité,
plutot que sur la migration des individus (Palsboll et al. 2007). Les populations ne sont
reliées entre elles que par de faibles flux de geénes traduits par la migration des individus.
Par conséquent, elles représentent des unités fonctionnellement indépendantes les unes des
autres dans la mesure ou une dynamique est propre a chacune. L’importance des MUs
repose sur la reconnaissance du fait que les populations soient isolées les unes des autres et,
de ce fait, qu’elles sont susceptible de présenter des potentiels distincts, tels des taux de
recrutement, de croissance ou de survie des individus (Moritz 1994; Schwartz et al. 2007).
La reconnaissance de ces unités de gestion est fondamentale pour I’établissement des plans
d’aménagement dans la mesure ou ils représentent des unités judicieuses pour la

surveillance des populations.
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L’existence d’une organisation populationnelle des perchaudes dans le Lac Saint-
Pierre devrait donc étre prise en compte afin d’assurer le succes des plans d’aménagement
¢tablis. Chaque population présente des paramétres intrinséques, notamment un rendement
qui lui est propre. L’omission de I’existence de plusieurs populations pourrait favoriser le
retrait sélectif des individus lorsque les efforts de péches sont concentrés a une région
unique par exemple. Cela peut altérer la dynamique des populations, et ainsi affaiblir les
stocks de poissons exploités (Olver et al. 1995). La reconnaissance d’une organisation
populationnelle permettrait d’établir des quotas de péches adéquats, mais surtout de les
distribuer adéquatement selon les régions du lac. Cela pourrait également aider dans la

localisation des régions a protéger, comme par exemple certains sites de frai.
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ANNEXE 1. Génotypage des marqueurs microsatellites : protocole d’amplification.

La diversité génétique des larves de perchaudes (les méme individus de I’analyse AFLP 3)
ont également été estimée a I’aide de dix marqueurs microsatellites choisis sur la base de
leur variabilité : YP23, YP86, YP90, YP105 (Zhan et al. 2009), YP78, YP81, YP96, YP99,
YP108 et YP111 (Li ef al. 2007). Des amorces différentes ont cependant été redessinées
pour certains marqueurs afin d’éviter les alleles nuls détectés dans les études précédentes :
YP86 :5’CCGGCTACTTCATGTTAAAAC et S>CTGTCTCGCCGTCACAATGTCC
YP105 : 5’CATAGAAGCAAAACCCGTG et S’>CATCACTGAGACCTTGTCC
YP108 : 5’GGAGATGGCGTGTGTCTTTTAC et S’GCTGTCACTTCATTACCGTGG

Les différents marqueurs ont été¢ amplifiés par la méthode de PCR, dans un volume total de
12.5 pL contenant 2.5 nM/L de chaque dNTP, 0.3 uM/L de chaque amorce, 0.2 U de Tag
polymerase, 1.25 puL de tampon 10x Tag polymerase (Feldan ®) et approximativement 20
ng d’ADN.

Les conditions d’amplification par PCR ont été selon le programme suivant :

1 cycle :
92°C a 30 secondes
45 cycles :
92°C a 15 secondes
52°C a 15 secondes
68°C a 15 secondes
1 cycle :
68°C a 120 secondes

Le produit des amplifications a été révélé sur gel dénaturant de polyacrylamide 6% (19:1
acrylamide : bis-acrylamide). Une solution de nitrate d’argent a permis la révélation de

I’ADN et les all¢les des microsatellites ont été identifiés par leurs tailles en paires de bases

(Bassam et al. 1991).

Les mémes analyses statistiques que celles des données simulées (section 2.2.4) ont été

effectuées.



Xiv
ANNEXE 2. Caractéristiques des marqueurs microsatellites utilisés.
Tableau Al. Caractéristiques des marqueurs microsatellites. Nombre d’alleles (4), richesse allélique (Ag,

estimée sur un échantillonnage 18 individus), hétérozygotie observée (Hp), hétérozygotie attendu (Hg) et
indice de diversité (Fsr) calculés pour tous les sites.

A Ag Ho Hg Fsr

YP23 10 6,133 0,768 0,761 - 0,0026
YP78 11 6,769 0,726 0,777 0,0137
YPS81 5 3,719 0,706 0,643 - 0,0020
YP86 15 8,244 0,790 0,772 -0,0013
YP90 9 6,740 0,751 0,763 -0,0013
YP96 5 3,124 0,352 0,465 0,0288
YP99 9 7,133 0,824 0,787 0,0209
YP105 26 16,061 0,951 0,937 0,0029
YP108 6 3,504 0,547 0,554 0,0024
YP111 7 3,601 0,438 0,425 0,0000
Moyenne 10,3 6,5028 0,685 0,688

Total 103 0,685 0,688 0,0057*

*p-value < 0,05
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ANNEXE 3. Résultats des analyses microsatellites en fonction des sites.

Tableau A2. Résultats des analyses microsatellites en fonction des sites. Nombre d’individus analysés (n),
nombre d’alleles (A4), richesse allélique (Ag) estimée sur un échantillonnage de 18 individus, I’hétérozygotie
observée (Hop), 1’hétérozygotie attendue (Hg), et des tests d’équilibre de Hardi-Weinberg (test global de
I’excés d’homozygotes - Probabilit¢ HWE) calculés pour I’ensemble des locus pour chaque site.

n A Apg Ho Hg Probabilité¢ HWE
site D 22 70 7 0,7091 0,6905 0,7732
site F 18 68 6,8 0,6444 0,6466 0,4160
site G 20 67 6,7 0,715  0,6605 0,6609
site M 19 64 6,4 0,7105 0,6744 0,7833
site Y 23 72 7,2 0,6478 0,6678 0,0500
Moyenne 20,4 68,2 6,8 0,6854 0,6680 -

Total 102 103 - 0,6850 0,6880 0,4895




