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Abstract

The genetic diversity and structure of the specimens of Sarotherodon
melanotheron (220 specimens), representing two endemic subspecies of
West Africa, Sarotherodon melanotheron melanotheron (158 individuals)
and Sarotherodon melanotheron heudelotii (62 individuals), were studied
using microsatellites markers. All the samples come from seven sites.
Specimens of S. m. heudelotii were caught in two sites (Sibassor and
Albreda) and those of S. m. melanotheron were from five sites (Grand-
Lahou, Layo, Adiaké, Ayamé and Kétesso). Ten locus microsatellites (Prll
AC, Prll GT, UNH 860, UNH 874, UNH 887, UNH 957, UNH 1003,
Smeltl, Smelt2 and Smelt4) were analyzed for the whole samples. The seven
sites of sampling gathered in three distinct populations that are population of
S. m. heudelotiithose of S. m. melanotheron from Lake Ayamé (Ayamé and
Kétesso) and those of S. m. melanotheron from lagoon environment (Grand-
Lahou, Layo and Adiaké). The strongest genetic variability was observed
with specimens of S. m. melanotheron of lagoon environment (A = 15,60 ;
Ho = 0,479 and HE = 0,618) and weakest with individuals of S. m.

melanotheron of the Lake Ayamé (A =7 ;HO = 0,393 and HE = 0,533).

The study of the structure highlighted a significant genetic differentiation (P
< 0,001) between the three populations. This differentiation was also
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revealed by the AFC which isolated the specimens from these various
populations in orthogonal space. Moreover, a significant deficit in
heterozygotes was observed within these three populations on all of the ten
locus analyzed.

Keywords: Microsatellite, genetic diversity, differentiation, Sarotherodon
melanotheron, West Africa.

Résumé

La diversité et la structure génétique de Sarotherodon melanotheron
(220 spécimens), représentant deux sous-especes endémiques de I’ Afrique de
I’Ouest, S. m. melanotheron (158 individus) et S. m. heudelotii (62
individus), ont eté étudiées a I’aide de marqueurs microsatellites. Les
échantillons proviennent de sept sites dont deux (Sibassor et Albreda) pour S.
m. heudelotii et cinq (Grand-Lahou, Layo, Adiaké, Ayamé et Kétesso) pour
S. m. melanotheron. Pour I’ensemble de ces eéchantillons, dix locus
microsatellites (Prll AC, Prll GT, UNH 860, UNH 874, UNH 887, UNH
957, UNH 1003, Smeltl, Smelt2 et Smelt4) ont été analysés.
Les sept sites ont été répartis en trois populations distinctes. La premiére est
constituée des spécimens de la sous-espéce S. m. heudelotii. Les deux autres
populations sont composées des individus de S. m. melanotheron provenant
respectivement du lac d’Ayamé (sites d’Ayamé et de Kétesso) et des milieux
lagunaires (sites de Grand-Lahou, Layo et d’Adiake).
La plus forte variabilité génétique a été observée dans la population de S. m.
melanotheron des milieux lagunaires (A=15,60 ; Ho= 0,479 et Hg = 0,618) et
la plus faible dans celle de S. m. melanotheron du lac d’Ayame (A =7 ; Ho =
0,393 et He = 0,533).
Une forte différenciation geénétique (P < 0,001) existe entre les trois
populations. Cette différenciation a été également révélée par I’AFC qui
isole les spécimens des trois populations dans I’espace orthogonal. En outre,
un déficit en hétérozygotes significatif a été observé au sein de ces trois
populations sur I’ensemble des dix locus analysés.

Mots clés: Microsatellites, diversité  génétique, différenciation,
Sarotherodon melanotheron, Afrique de I’Ouest

Introduction

Sarotherodon melanotheron Rippell, 1852, poisson endemique de
I’Afriqgue de I’Ouest (Faunce, 2000), est présent dans la plupart des
écosystémes aquatiques (milieux lacustres, estuariens, marins et hypersales).
Il se rencontre depuis le Sénégal jusqu’au Congo. C’est un taxon d’un grand
intérét économique de part sa forte présence dans les captures de pécheries.
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En effet, ce poisson constitue 59 % a 90 % des captures de péche en milieu
estuarien et lagunaire (Watanabe & Saito, 1998). En Cote d’lvoire, il fait
I’objet de péche artisanale intensive dans les systemes lagunaires (Légendre
& Ecoutin, 1989). Dans le lac d’Ayamé, il représente 50 % des captures
commerciales (Gouréne et al., 1999 ; Vanga et al., 2002). Selon Vanga
(2011), avec une proportion de 29%, I’espéce Sarotherodon melanotheron
constitue I’essentiel des captures de la péche commerciale dans ce lac.
L’espéce est eurytherme (17 & plus de 32° C) et euryhaline [90 g.I" dans
Iestuaire de la Casamance (Albaret, 1987) ; plus de 130 g.I"* dans I’estuaire
du Saloum (Panfili et al., 2005)]. Elle présente également une forte tolérance
aux faibles taux d’oxygene dissous (Philippart & Ruwet, 1982) et a la
turbidité (Mélard, 1999). S. melanotheron est un incubateur buccal qui se
reproduit tout au long de I’année (Legendre & Ecoutin, 1989). Trewavas
(1983) a subdivisé S. melanotheron en cing sous-especes, parmi lesquelles S.
m. melanotheron et S. m. heudelotii, objet du présent travail. Leurs aires de
répartition s’étendent respectivement de la Cote d’Ivoire au Cameroun et du
Sénégal jusqu’en Guinée. Plusieurs travaux génétiques (Mc Andrew et
Majumdar, 1983 ; Adepo-Gouréne et al., 1993 ; Agnése et Pouyaud, 1994 ;
Pouyaud, 1994) effectués a I’aide de marqueurs enzymatiques ont permis de
décrire la diversité et la structure génétique de I’espece Sarotherodon
melanotheron. Toutefois les limites que présente ce type de marqueur dans
I’étude de la diversité et la structuration génétique des espéces telle que la
sous-estimation de la variabilité génétique totale selon Ayala (1982) ont
motivé la recherche de marqueurs plus polymorphes tels que les
microsatellites. C’est dans cette optique que ce marqueur a été ciblé dans ce
présent travail pour décrire la diversité et la structure genétique entre
populations des deux sous-espéces de Sarotherodon melanotheron en
provenance de différents milieux géographiques.

Matériel et méthodes
Sites d’étude

Six hydrosystéemes ouest-africains (Sine-Saloum (Sénégal), Gambie
en Gambie et quatre hydrosystemes de Cote d’lvoire (lagune Ebrié, lagune
Grand-Lahou, lagune Aby et lac d’Ayamé)) ont été prospectés au cours de
cette étude. Sept sites d’échantillonnage ont été retenus sur I’ensemble de ces
hydrosystemes. Il s’agit des sites de Sibassor sur le Saloum, Albreda sur la
Gambie, Grand-Lahou, Layo et Adiaké respectivement sur les lagunes de
Grand-Lahou, Ebrié et Aby et enfin les sites d’Ayamé et Kétesso sur le lac
d’Ayamé (Figure 1A).

Les specimens de S. m. heudelotii proviennent des sites de Sibassor et
Albreda, ceux de S. m. melanotheron des sites retenus sur les hydrosystéemes
de Cote d’Ivoire (Figure 1B).
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Le site de Sibassor, situé sur I’estuaire inverse du Sine Saloum,
est caractérisé par une salinité trés élevée pouvant atteindre 135g.1™* en saison
seche. Elle est relativement faible dans les milieux saumatres (Albreda,
Grand-Lahou, Layo et Adiake) et nulle a Ayamé et Kétesso.
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Figure 1 : Localisation des sites d’échantillonnage des spécimens de Sarotherodon
melanotheron : A = S. m. heudelotii ; B = S. m. melanotheron : ADIA = Adiaké ; AYA
= Ayamé ; KET = Kétesso ; G-LAH = Grand-Lahou.

Echantillonnage

Les spécimens de S. m. heudelotii (62) et S. m. melanotheron (158)
ont été péchés respectivement a I’aide de senne tournante en 2003 et de filets
maillants en 2004, lors des missions de collecte. Le tableau 1 présente le
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nombre de spécimens par échantillon et I’origine des poissons analysés. Des
échantillons de muscle, représentant chacun un spécimen, ont été prélevés

puis conservés dans I’éthanol a 95° jusqu’a I’extraction de I’ADN.
Tableau 1 : Origine des populations de Sarotherodon melanotheron étudiées-

Bassin Nombre
Sous-especes Sites Abréviation . Pays d’individus
hydrologique .
analysés
2003 2004
Albreda ALB Estuaire (.je la Gambie 30 -—--
Gambie
S.m. Sibassor SIB Fleuve Saloum  Sénégal 32 -
heudelotii Sous-total : 62
Grand- Lagune de Cote
Lahou G-LAH Grand-Lahou  d’lvoire 29
Layo LAYO Lagune Ebrié ,COt? 35
d’lvoire
s.m. Adiaké  ADIA Lagune Aby SOt 39
d’lvoire
melanotheron ~ Ayamé AYA Bia ,COH? - 35
d’lvoire
Kétesso  KET Bia coe 20
d’lvoire

Sous-total : 158

Analyses genétiques et traitement des donnees
Analyse géenétique

Tous les 220 spécimens capturés ont été analyses a I’aide des
marqueurs microsatellites.

L'ADN total du tissu musculaire a été extrait, suivant le protocole
standard avec 2,5 pl de protéinase K, a I’aide du kit d’extraction ‘‘GenElute
Mammalian Genome DNA Miniprep’” de référence G1N-350-Sigma.
L’ADN extrait a été conserve dans un tampon Tris-EDTA a -20°C.

Dix marqueurs microsatellites ont été amplifiés en utilisant les
amorces correspondantes. Ce sont Prll AC (numeéro GenBank AY 995119) et
Pril GT (UNH 860 (G68195), UNH 874 (G68202), UNH 887 (G68210)
UNH 957 (G68251) et UNH 1003 (G68280) ainsi que Smeltl (U69153),
Smelt2 (X99799) et Smelt4 (X99801). Smeltl (U69153), Smelt2 (X99799)
et Smelt4 (X99801). Les marqueurs microsatellites, Smeltl (SM1), Smelt2
(SM2) et Smelt4 (SM4), ont été isolés chez S. melanotheron. La réaction de
polymeérisation en chaine (PCR) pour chacun des 10 locus microsatellites a
¢été réalisée dans un volume final 10 pl contenant 0,25 mM de MgCl2, 0,2
uM de chaque dANTP, 1 uM de chaque amorce, 10 unités de Taqg DNA
polymérase (Promega), 3 ul d’ADN génomique et 1pl de tampon de réaction
de I’ADN. Le protocole d'amplification de chaque locus consiste en une
prédénaturation de I’ADN a 94°C pendant 3 min, suivie de 35 cycles de
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‘‘dénaturation — hybridation - polymérisation " (91°C, 30s; 55°C, 30s) puis
d’une étape finale d'e¢longation a 72°C pendant 5 minutes. Pour la
détermination des génotypes microsatellites de chaque locus, environ 1 ul de
produit de PCR, auquel sont ajoutés 2 ul de chaque marqueur de taille, est
analysé sur un gel de polyacrylamide (6%) relié a un séquenceur
automatique d’ADN ALF (Amersham Pharmacia Biotechnologie, LKB). La
taille des fragments est calculée avec le logiciel ALFWIN FRAGMENT
ANALYSER version 1.00.36 (Amersham Pharmacia Biotech) en comparant
la taille des marqueurs standards a celle des différents alléles (fragments)
détectés.

Traitement des données

Pour déterminer le nombre exact de populations que représentent
I’ensemble des sites échantillonnés, des traitements ont été faits a I’aide du
logiciel STRUCTURE 2.3.4.

Les fréquences alleliques, les différents indices permettant

d’évaluer la diversité génétique et les F statistiques ont été déterminés a
I’aide du logiciel GENETIX 4.05 (Belkir et al, 2004). Le nombre moyen
d’alléles par locus (A), I’hétérozygotie observée (Ho) et I’hétérozygotie
attendue (Hg) ont permis d’évaluer la diversité génétique des populations.
Concernant I’évaluation de la divergence génétique, deux paramétres de
Wright (Fs, Fst ont été calculés a partir d’estimateurs bases sur une analyse
de variances des fréquences alléliques selon Weir & Cockerham (1984). Le
nombre de migrants (Nm) par génération a été également calculé. Plus la
valeur du Nm est supérieure a 1, plus I’échange de genes est important
(http://www.takween.com). Tous ces parameétres ont été détermines a I’aide
du logiciel GENETIX 4.05 (Belkir et al., 2004). La similarité génétique
entre spécimens a été testée par I’analyse factorielle de correspondance
(AFC). Pour la mise en évidence d’alleles nuls, le logiciel Microchecker a
été utilisé.

Résultats
Nombre de populations constituees

Le test fait a I’aide du logiciel STRUCTURE 2.3.4 regroupe les
spécimens en trois populations Figure 2. Ce sont les populations de
Sarotherodon melanotheron heudelotii représentée par I’ensemble des
spécimens de cette sous-espéce, celle de S. m. melanotheron des spécimens
issus des milieux lagunaires et enfin celle de S. m. melanotheron constituée
des individus du lac d’Ayamé.
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Figure 2 : Nombre de populations constituées a I’aide du logiciel Structure

Diversité géenétique

Les valeurs moyen%es des indices de diversité sont consignées dans
le tableau 2.

Les plus fortes valeurs de diversité génétique ont été obtenues chez
les spécimens de S. m. melanotheron des milieux lagunaires (A=15,60 ; Ho =
0,479 et Hg = 0,618) et les plus faibles chez les individus de S. m.
melanotheron du lac d’Ayamé (A = 07,00 ; Ho = 0,393 et Hg = 0,533).
Tableau 2 : Variabilité génétique des populations de Sarotherodon melanotheron. A, nombre

moyen d’alléle par locus ; HE, Hétérozygotie théorique ; HO : Hétérozygotie observée.

He Ho A
S, m. heudelotii 0,591 0,481 11,4
S. m. melanotheron des milieux lagunaires 0,618 0,479 15,60
S. m. melanotheron des milieux lacustres 0,533 0,393 07,00

Structure génétique
Parameétre F de Wrigth

Toutes les valeurs de Fis multilocus obtenues (0,192 a 0,272) sont
positives au sein des trois populations constituées. Elles traduisent un déficit
tres significatif (P < 0,001) en hétérozygotes (Tableau 3). Les Fs calculés
pour chaque locus révelent que les locus 1003, 860 et SM4 présentent un
déficit en hétérozygotes trés significatif (P < 0,001) dans I’ensemble des
populations. Par ailleurs, les valeurs de Fs obtenues aux locus 957, 874 et
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PRL1 GT sont positives et ne sont significativement différentes de zéro (P <
0,001) que pour les populations de S. m. heudelotii et de S. m. melanotheron
de milieux lagunaires. Le locus 887 montre un déficit en hétérozygotes
significatif dans toutes les populations de S. m. melanotheron. Les locus
SM2 et PRL1 AC n’expriment un déficit en hétérozygotes significatif qu’au
sein de la population de S. m. melanotheron du lac d’Ayamé.

Sur les dix locus analysés, le test réalisé a I’aide du logiciel
Microcheckers a mis en évidence, la présence significative (P < 0,001)
d’alléles nuls seulement au niveau de deux locus PRL1 AC et SM2 (Tableau 4).
Les valeurs de Fsr calculées (0,062 a 0,107) montrent une différenciation
génétique significative (P < 0,001) entre les trois populations (Tableau 5). A
cette différenciation génetique sont associés des nombres de migrants
supérieurs a 1 (Nm allant de 2,08 a 3,75 2,08 <Nm >3,75).

Tableau 3 : Valeurs de Fsa I’intérieur de chaque population de S. melanotheron :

Les valeurs de Fs portant au moins un astérisque sont significatives***P < 0,001,**0,001 <
P <0,01,*0,01 <P <0,05.

Populations S. m. heudelotii Lag. S. m. melanotheron Lac S. m. melanotheron
Multilocus 0,192%** 0,230%** 0,272%**
1003 0,464*** 0,316*** 0,752%**
957 0,458*** 0,203*** 0,162
887 -0,031 0,100%*** 0,236***
874 0,113*** 0,231%** 0,079
860 0,088*** 0,247*** 0,261%**
SM4 0,351*** 0,506*** 0,354***
SM2 -0,025 0,000 0,308***
SM1 0,105 0,070 0,152
PRL1 AC 0,821***
PRL1 GT 0,206*** 0,105%** 0,032

Tableau 4 : Probabilité d’alléles nuls aux différents locus analysés

PRLI PRLI
Locus | 1003 | 957 887 874 860 SM4 SM2 | sMm1 AC oT
P> P> P> P>
P 0.05 | 005 | P>0-05 | ;o5 | P>0.05 | P>0.05 | P<0.001 | oc | P<0.001 | P>0.05

Tableau 5: Valeurs de Fs; et Nm entre paires de populations : les valeurs de Fsr sont au
dessus de la diagonale et celles du Nm en dessous. Seules les valeurs de Fsy portant au
moins un astérisque sont significatives : ***P < 0,001,**0,001 <P < 0,01,*0,01 <P <

0,05
Fsr S. m. melanotheron du S. melanotheron S. m. melanotheron de
Nm lac d’Ayamé heudelotii milieux lagunaires
S.m. mele,mother,on du 0,062%%* 0,107%%*
lac d’Ayameé
S. melanothgron 211 0,106%**
heudelotii
S. m. melanotherc_m des 2,08 3,75
milieux lagunaires
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Similarité génétique

L’AFC regroupe les individus des différentes populations en trois
grands groupes en fonction de leur ressemblance génétique dans I’espace
orthogonal (Figure 3). Le premier groupe est représenté par les indivdus de
la population de S. m. melanotheron du lac d’Ayamé, le second par ceux de
la population de S. m. heudelotii et enfin le dernier par les spécimens de la
population de S. m. melanotheron des milieux lagunaires.

L’AFC revele également I’existence de chevauchements, bien que
legers, d’une part entre spécimens de la population de S. m. heudelotii et
ceux de S. m.melanotheron provenant des milieux lagunaires et d’autre part
entre certains individus des deux populations de S. m. melanotheron.

Trois populations 1 ADN 2013 gtx

S. m. melanotheron
—dulacdAyamé

------------ .

Axe 2(2.43 %)

.00 <
S. m. melan T
milieux fagtinaires

Figure 3 : Analyse factorielle de correspondance (AFC) des spécimens des deux sous-
espéces de Sarotherodon melanotheron étudiées.

Discussion

Le test fait a I’aide du logiciel STRUCTURE a regroupé les sept sites
d’échantillonnage en trois populations distinctes. Ce sont les populations de
Sarotherodon melanotheron heudelotii, S. m. melanotheron des milieux
lagunaires et S. m. melanotheron du lac d’Ayamé. L’isolement des
spécimens S. m. melanotheron du milieu lagunaire et ceux du milieu lacustre
serait d0 au fait que les lagunes possedent des caractéristiques hydrologiques
et physicochimiques qui different de celles des milieux lacustres. En outre, la
riviere Bia alimente la lagune Aby en eau douce (Metongo, 1989). La
construction du barrage d’Ayamé sur cette riviere pourrait expliquer cette
répartition des spécimens de S. m. melanotheron en deux populations
distinctes. La rupture du continuum de cette riviere par la construction du
barrage d’Ayamé réduirait la dispersion des organismes. Selon Laroche &
Durand (2004), la fragmentation des habitats peut augmenter la divergence
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des populations en réduisant les flux géniques. Cette construction de barrage
a entrainé la mise en place de barrieres physiques empéchant la dispersion
des individus de ce lac vers la riviére Bia.

L’analyse de la diversité genétique montre que sur I’ensemble des
trois populations constituées, la population de Sarotherodon melanotheron
du lac d’Ayame (A = 07,00 ; Ho = 0,393 et Hg = 0,533) révele la plus faible
variabilité génétique comparativement a celle obtenue au sein des
populations de S. m. heudelotii (A =11,4; Ho=0,481 et He = 0,591) et S. m.
melanotheron des milieux lagunaires A = 15,60 ; Ho = 0,479 et He = 0,618).
La présence d’alleles nuls aux locus SM2 et PRL1 AC chez ces spécimens
du lac d’Ayamé expliquerait cette faible variabilité génétique observée. En
outre, cette faible diversité génétique pourrait avoir été provoquée par un
processus sélectif. En effet, S. melanotheron est naturellement une espéce
d’eau saumatre ou estuarienne de sorte que, les géniteurs introduits qui ont
colonisé le lac pourraient avoir été la cible d’une sélection (résistance
differentielle au changement du taux de salinité). Par ailleurs, la construction
du barrage d’Ayamé pourrait également expliquer cette faible variabilité. En
effet, selon Nielsen et al. (1997) et Neraas & Spruell (2001), la
segmentation des habitats réduit les flux géniques et peut induire le déclin
démographique et la perte de diversité génétique inter et intra populations.
En outre, le lac étant relativement de faible importance que les trois lagunes
considérées individuellement ou ensemble; sa population est donc
relativement moins importante et génétiquement moins diversifiée. Cette
faible variabilité genétique des spécimens de milieux lacustres a éte
également révélée par Adepo-Gouréne, (2008).

Les forts déficits en hétérozygotes significatifs, mis en évidence au
niveau des deux sous-espéces de S. melanotheron traduisent des écarts des
fréquences alléliques par rapport aux fréquences predites par Hardy-
Weinberg, donc une absence de panmixie. Ces déficits en hétérozygotes
pourraient s’expliquer par la biologie de I’espece et la présence d’alléles
nuls. Cependant, I’option de la présence d’alléles nuls est a relativiser car sur
un total de 10 locus analysés seulement deux ont mis en évidence une
présence significative d’alléles nuls. En effet au niveau de la biologie, la
pratique d’un régime de reproduction essentiellement endogamique (I’union
entre individus apparentés) par cette espéce serait a I’origine du déficit
observé au sein des populations (Pouyaud et al., 1999). Un tel régime de
reproduction, différent de la panmixie, a pour effet d’entrainer une réduction
du taux d’hétérozygotes a chaque genération (Adepo-Gourene, 2008).
L’existence de tels déficits en hétérozygotes suppose des flux de génes
relativement trés faibles entre les populations de cette espece, qu’elles
appartiennent a la méme sous-espece ou au méme bassin hydrologique.
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L’analyse de la structuration par les Fst révele une différenciation
génetique entre toutes les trois populations. La différenciation entre
populations est vraisemblablement la conséquence du comportement
sédentaire de I’espece, de la reproduction endogamique et des soins
parentaux prodigués a la descendance. Ces principaux mécanismes réduisent
les flux de genes entre populations. De telles divergences génétiques ont
également été détectées entre des populations d’especes plus sédentaires
situées de part et d’autre de barrages du Bas-Rhone en France (Laroche et
al., 1999).

Cette differenciation génétique a été egalement révélée par I’AFC qui
de facon générale isole les spécimens des trois populations constituées dans
I’espace orthogonale.

Cependant, un chevauchement a été révélé par I’AFC entre certains
spécimens de la population de S. m. heudelotii et ceux de la population de S.
m. melanotheron de milieu lagunaire ainsi qu’entre individus des deux
populations de S. m. melanotheron. Ce chevauchement entre population de S.
m. melanotheron pourrait traduire I’existence d’échanges bien que de faibles
ampleurs (2,08). Si cela semble juste entre les deux populations de S. m.
melanotheron; c’est peu probable entre population de S. m. heudelotii et S.
m. melanotheron des lagunes compte tenu de la distance géographique entre
ces deux populations. De sorte que le Nm (3,75) élevé entre eux traduirait
une ressemblance due au fait que ces 2 populations vivent en eau saumatre.
Par ailleurs, I’absence d’alléles nuls aux différents locus analysés au sein de
ces populations expliquerait cette ressemblance.

Conclusion

L’analyse de la diversité génétique des spécimens de Sarotherodon
melanotheron, provenant de 7 sites d’échantillonnage, a I’aide de marqueurs
microsatellites a permis de les regrouper en trois populations distinctes. Sur
I’ensemble de ces trois populations, la plus faible variabilité génétique a été
observée chez les spécimens de la population de S. m. melanotheron du lac
d’Ayame. L’étude de la structuration génétique des populations indique
nettement une différenciation entre les trois populations. Cette étude a
également confirmeé I’existence de déficits en hétérozygotes trés important
chez I’espece Sarotherodon melanotheron. Les microsatellites apparaissent
ainsi adequats pour mener des études moléculaires plus fines.
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