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AVANT-PROPOS 

« Lorsque la lune prend son souffle 

et qu'elle aspire la moelle de son maître en abandon, 

la grande fortune des trésors sous-marins se dévoile au grand jour. 

Quelle richesse ponctuelle! 

Des algues brunes se reposent au soleil 

derrière le trafic des crabes affamés en célébration 

et une sterne opportune plonge habilement 

pour ramener deux-trois épinoches à sa demoiselle. 

La saline de la lagune parfume la cuisine de l'acadienne 

qui berce Ellie, sa petite dernière, sur le balcon 

alors que l'acadien prends son premier-né par la main 

en lui disant fièrement: "Viens Noah! Prends cette pelle! 

Papa va t'montrer c'qu 'on lui a montré quand y'avait ton âge, 

alors qu'il n'était qu'un garçon! 

On s'en va pêcher des coques! llfaut trouver des trous! 

T'en a une? Wow elle est super belle!" 

Puisque la mye commune, c'est une histoire familiale 

qui dure et dure depuis des générations. 

Un scénario où la plage 

est le berceau d'un héritage 

patrimonial et intergénérationnel. 

La mye commune est un mollusque bivalve benthique 
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vivant en zone intertidale, 

zone où les dunes débusquent l 'océan, 

où les marées se balancent à leur jeu. 

Elle est un muscle marin, enfouie dans son sable 

pour fuir son âme animale 

alors que sa coquille blanche et fragile, 

striée d'une teinte noircie de bleu, 

se ferme séquentielle ment et instinctivement 

aux moindres vibrations pariétales. 

De son manteau sort un long siphon, majestueux, 

pouvant s'étirer à des milles lieux 

et pouvant aspirer quotidiennement 

jusqu'à cinquante litres d'eau salée à la verticale 

pour ainsi capturer la matière organique dissoute 

et les petits copépodes soucieux 

d'une existence éphémère 

destinée à fournir la mer-mère 

d'une sève nourricière et parentale. 

Et notre mye se les gave sans trembler 

pour se soulager sans scrupule sous son seuil sableux. 

La mye commune est aussi une grande cochonne 

qui attend la pleine lune à chaque printemps ! 

Puisque la chaleur augmente et augmente, 

elle devient complètement folle de luxure! 

Elle gonfle sa grosse gonade fraîchement déglacée, 

la remplie d'un éternel lait blanc, 

se transforme en nymphomane, 

et s'exhibe volontairement le siphon sans censure 



pour le mêler à ceux de ses congénères 

dans une forêt de phallus extrapolés du sédiment. 

Lorsque la pression de la colonne d'eau est maximale 

et que la lune brille sa signature, 

les myes synchronisent leur paroxysme orgasmique 

en deux temps trois mouvements .. etflanl 

Une éjaculation massive de milliards de gamètes haploïdes 

se rencontrent sous la couverture 

et forment des larves trocophores diploïdes 

qui grandissent à la merci des courants 

Vers une métamorphose qui les caleront jusqu'au fond 

où elles s'enfouiront sous la batture. 

La mye n'est pas seulement 

le sujet de mes publications académiques 

ou de mes aventures génétiques. 

La mye commune est aussi l'amie commune 

de mon âme, de mon quotidien et de mon intellect. 

Elle figure parmi la courte liste des cinq personnages 

qui ont érigé mon historique 

avec ma voix, mon égo, mafemme et monfitness 

qui complètent le grand club sélect! » 

Philippe St-Onge 

xv 

Slam gagnant performé à la Ligue de Slam du Bas-St-Laurent (2011) 
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RÉSUMÉ 

Les études de la structure génétique des populations à de faibles échelles spatiales et 

temporelles ainsi que les études de l'évo lution des signatures génétiques au cours de 

l'ontogénie pourraient donner plus d 'informations sur les processus du recrutement et de la 

connectivité larvaire que les études à plus grande échelle géographique. Toutefois, les 

études co mparant ces échelles contrastées sont peu nombreuses dans la littérature 

scient ifique et représentent le thème central de cette thèse. L'hypothèse généra le qui y est 

discutée est que la réduction des échelles spatiales et temporelles permet la détection de 

patrons génétiques spécifiques aux mécanismes écologiques de la connectivité larvaire des 

populations d'invertébrés à cycle bentho-pélagique et indépendants de la connectivité des 

populations à plus grande échelle. Cette thèse est composée de troi s chapitres qui forit le 

lien entre ces différentes échelles de la connectivité génétique des populations de la mye 

commune Mya arenaria. Le Chap itre 1 de cette thèse rapporte le développement d'une 

série de huit marqueurs microsatellites spécifiques à la mye en utilisant une bibliothèque 

génomique enrichie de microsatellites et un clonage avec la bactérie Escherichia coli et le 

plasmide M13. Le Chapitre 2 teste l' hypothèse de présence de structure génétique des 

populations de la mye commune (Mya arenaria) à l'échelle de la province biogéographique 

des zones « Tempérées Froides du Nord-Ouest Atlantique» (CTNA) en mettant l'emphase 

sur le go lfe du Saint-Laurent (GSL) . Vingt-deux échantillons de Mya arenaria couvrant 

sept écorégions marines ont été recueillis entre 2001 et 2010 et génotypés à l' aide de sept 

des huit marqueurs microsatellites développés au Chapitre 1. Les résultats ont montré une 

forte différenciation régionale avec une observation de six groupes génétiquement distincts : 

(1) Nord du GSL, (2) Îles-de-Ia-Madeleine, (3) Sud du GSL, (4) Bas-Canada Atlantique, 

(5) Côtes Américaines et (6) Europe du Nord. Cette structure génétique, soutenue peu 

importe l'approche statistique utilisée, ne reflète pas les limites géographiques établies par 
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les écorégions marines pour l'espèce étudiée. Un déc lin latitudinal de la richesse all élique 

suggère une expansion post-glaciaire nordique dans l' historique de colonisation de 

l'espèce. Bien que la di stance géographique exp lique la variation génétique détectée dans le 

sud du CTNA, l'hétérogénéité génétique accrue observée dans le nord du CTNA s'explique 

plutôt par un iso lement par la distance, les effets du paysage marin et les processus sé lectifs 

potentiels agissant au niveau du locus Mar5. L'exclusion de Mar5 des analyses induit la 

détecti on de trois groupes génétiquement distincts plutôt que six. Le Chapitre 3 émet 

l' hypothèse qu ' un groupe de recrues de Mya arenaria produites lors d' une unique « Ponte 

Partielle Synchrone » (PSS) so it génétiquement distinct de ceux provenant des autres PSS 

observées au cours du même cyc le de reproduction. L'accumulation de plusieurs PSS 

pourrait conduire à l' annulation de la théorie éco logique de la « Loterie du Succès 

Reproducteur » (SRS). Les larves et post-larves furent suivies et recueillies pendant 13 

semaines consécutives lors d' un cycle complet de reproduction de M arenaria. Les 

analyses de e ST par paire n'ont révélé aucune différence de fréquence allélique entre les 

groupes de recrues. De plus, aucune réduction de la diversité génétique n'a été détectée 

chez les recrues relativement aux adultes, deux prédictions de la SRS. Toutefois, un 

échantillon de jeunes vé ligères (El) ainsi que deux échantillons post-larvaires (P8 et PlO) 

ont chacun montré un taux de parenté génétique plus élevé que prévu par le hasard à 

l' intérieur de leur échantillon (P <0,001 , 0,025 et 0,05, respectivement). Le lot E l présente 

même cinq rel ati ons de même fratrie et 49 relations de demi-fratrie ainsi qu ' un lien 

sign ificatif de parenté avec plus de 80% de tous les autres échantillons, suggérant une forte 

rétention larvaire dans le site étudié. Il s'agit de la toute première étude réalisée chez un 

bivalve marin qui réuss it à montrer directement la rétention larvaire et l'agrégation 

fami liale de larves dans la colonne d' eau et sur le substrat. Finalement, cette étude révèle la 

présence de SRS par l' utili sation d'analyses de parenté génétique alors que les analyses de 

différenciation génétique traditionnelles n'avaient pas réussi à en montrer. Mots clés: 

génétique des populations, Mya arenaria, rétention larvaire, microrépartition génétique, 

agrégation fami liale, microsatellites, connectivité des populations. 



ABSTRACT 

Population genetic structure studies carried out at sm ail spatial and temporal scales 

as weil as studies about the evolution of genetic signatures throughout larval ontogeny 

could provide more information on the recruitment and population connectivity processes 

than larger geographical scale studies. However, studies evaluating these contrasted scales 

are scarce in the scientific literature and represent the central theme of this thesis. The 

general hypothesis here discussed is that a reduction in spatial and temporal scales allows 

for the detection of genetic patterns that are specifie to the ecological mechanisms of larval 

connectivity for bentho-pelagic marine invertebrates and independent of population 

connectivity patterns found at larger scales. This thesis comprises three chapters that make 

the 1 ink between scales of population connectivity for the softshell clam (Mya arenaria). 

Chapter 1 reports the development of a series of eight microsatellite markers specific to the 

species by using an enriched microsatellite genomic library along with Escherichi coli 

bacterial cloning and the Ml3 plasmid. Chapter 2 tested the hypothesis of spatial genetic 

structure in softshell clam (Mya arenaria) populations sampled at the scale of the « Cold 

Temperate Northwest Atlantic» (CTNA) with an emphasis in the Gulf of St. Lawrence 

(GSL). Twenty-two Mya arenaria samples spanning seven marine ecoregions were 

collected between 2001 and 2010 and genotyped at seven out of eight microsatellite loci 

developed in Chapter 1. Results showed strong regional differentiation with six distinct 

genetic clusters: (1) Northern GSL, (2) Magdalen Archipelago, (3) Southern GSL, (4) 

Lower Atlantic Canada, (5) US Coasts and (6) Northern Europe. Population structure was 

supported no matter the statistical approach and generally does not reflect the geographical 

limits of marine ecoregions for the studied species. A latitudinal cline in allelic richness 

provides evidence for a northward post-glacial expansion range for this species. While 

geographical distance explains the genetic variation detected in southern CTNA, increased 



xx 

heterogeneity observed in not1hern CTNA can be expl ained by iso lat ion by di stance, 

marine landscaping and presumable se lective processes acting at the Niar5 locus. Exc lusion 

of Mar5 from analyses resulted in the detection of three genetic clusters instead of six. 

Chapter 3 postulates that a group of recruits issued from a single « Partial Synchronized 

Spawning » (PSS) event is genetically differentiated from those issued from other PSS 

events of the same reproductive cycle. It also postulates that the accumulation of several 

distinct PSS events will cancel out the effects of the « Sweepstakes Reproductive Success » 

(S RS) eco logica l theory. Larvae and post-Iarvae were thus monitored and co llected over 13 

consecutive weeks during an entire M arenaria reproductive cycle. The pairwise e ST 

ana lyses did not revea l any difference betwcen samples . In addition, no reductions in gene 

diversity were detected in larval and post-larval samples relatively to adults. Indiv idual s 

belonging to the first sample of early veligers (El) and the last two samples of post-larvae 

(P8 and PlO) were found to be more significantly kin-aggregated than randomly expected 

(P < 0.001 , 0.025 and 0.05 , respectively) with El showing five ful!-sib and 49 half-s ib 

dyads . The El sample was also found to be significantly more related th an randoml y 

expected to more th an 80% of al! samples, thus strongly suggesting the presence of larval 

retention. This represents the very first study carried out on a marine bivalve that succeed at 

showing direct ev idence of larval retention and kin-aggregated larvae inside the water 

co lumn and on the substrate. Finally, this study revealed the presence of SRS using genetic 

relatedness analyses where diffe renciation analyses had previously failed. 

Keywords : genetic population structure, Mya arenaria, lat'val retention, genetic patchiness, 

kin-aggregation, microsatellite markers and population connectivité 



TABLE DES MATIÈRES 

REMERCIEMENTS ......................................................................................................... IX 

AVANT-PROPOS ........................................................................................................... XIII 

RÉSUMÉ ........................................................................................................................ XVII 

ABSTRACT ..................................................................................................................... XIX 

TABLE DES MATIÈRES ........................................................................................... XXXI 

LISTE DES TABLEAUX ............................................................................................ XXIII 

LISTE DES FIGURES ............................................................................................... XXVII 

LISTE DES ABRÉVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES ............ XXXIII 

LISTE DES SyMBOLES ................................................................................................ XLI 

INTRODUCTION GÉNÉRALE ......................................................................................... 1 

A. RECRUTEMENT ET DISPERSION LARVAIRE ................................................................. 1 

B. CONNECTIVITE DES POPULATIONS .............................................................................. 2 

C. METHODES D'EVALUATION DE LA CONNECTIVITE ................................................... 10 

D. STRUCTURE GENETIQUE A GRANDE ECHELLE .......................................................... 12 

E. REDUCTION DE L'ECHELLE SPATIALE ...................................................................... 15 

F. HYPOTHÈSE GÉNÉRALE ............................................................................................. 22 

G. MYE COMMUNE (MYA ARENARIA) ............................................................................. 22 

H. LE GOLFE DU SAINT-LAURENT (GSL) ...................................................................... 24 

I. MARQUEURS GENETIQUES .......................................................................................... 26 



XX II 

.J. STRUCTl'RE DE LA THESE ......•....•..•.... •. ....•..•..................................•.....•..... ............... 27 

CHAPITRE 1 ISOLATION ET CARACTERISATION DE H UIT NOUVEAUX 

MARQUEURS MICROSATELLlTES CHEZ LA MYE COMMUNE (AIYA 

ARENARlA) ........................................................................................................................ 29 

1.1 RESU,vIE ........................................................................................................ 30 

1.2 I SOLATION AND CHARACTE RIZATION OF EIGI-IT NOVEL 

,'IICROSATELLITE i\IARKERS FOR THE SOFTSHELL CLAM (MYA 

.-1 RENARIA) .................................................................................. ................... 31 

CHAPITRE 2 FORTE D!FFERE NC IATION DES POPULÂTiû NS DE LA MYE 

COMMUNE (MYA A RENA RIA) ECHANTILLONNEES DANS SEPT 

ECOREGIONS MARINES BJOGEOGRAPHIQUES : POSSIBILITE DE 

SELECTION ET ISOLATION PAR LA DISTANCE ................................... ................ 39 

2.1 RES UiVIE ................................................................................... ................... .. 40 

2.2 STRONG POPULATION DIFFERENTIATION OF SOFTSHELL CLAM S 

(MYA A RENA IRA) SAM PLED AC ROSS SEVEN BIOGEOGRAPHIC 

MARINE ECOREGIONS : POSSIBILE SELCETION AND ISOLATION SY 

DISTANCE .................................................................... .......................... ........ 41 

CHAPITRE 3 VARIANCE TEMPORELLE DANS LE SUCCES 

REPRODUCTEUR D'UN BIVALVE MARIN A PONTE PARTIELLE REVELEE 

PAR UN MAINTIEN D'AGREGATION FAMILIALE DURANT 

L ' ONTOGENESE LARVAIRE ........................................................................................ 81 

3.1 RESUiVIE .............. ... ....................................................................................... 82 

3.2 MOLECULAR TOOLS TO TRACK LARVAL ONTOGENY OF A PARTI ALLY 

SPAWN ING MARINE BIV.\LVE: WI-IAT CAN WE LEARN ABOUT 

RECRUITiVI ENT? ........................................ ... ...... ..................... 83 

C HAPITRE" CONCLUSION ................................................................. ................... .... 119 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES ................................................................. .. .... 157 



LISTE DES TABLEAUX 

Table 1: Characteristics of eight microsatellite loci analysed on 25 softshell clams (Mya 

arenaria) from Richibucto, New Brunswick (Gulf of St. Lawrence, Canada) .... 35 

Table 2: Statistics calculated over seven microsate llite loci for 22 Mya arenaria sampling 

sites with GPS coordinates and year of sampling. Significant FIs values 

(Bonferoni-adjusted nominal level of 0.032% after 3080 randomisations) are 

shown in bold font with asterisk ............................... .... ....................................... .45 

Table 3: Global descriptive statistics calculated over ail samples of Mya arenaria 

individuals genotyped at seven microsatellite loci. Within-sample inbreeding 

coefficients (wsFls) showing significant deficiencies in heterozygotes are 

highlighted in bold font with asterisk (after 1000 allele randomisations) ............ 53 

Table 4: Descriptive statistics of each sample of Mya arenaria individuals genotyped at 

seven microsatellite loci. Significant FIs values are highlighted with bold font 

and asterisk ........................................................................................................... 54 

Table 5: Pairwise 8 sT vaiues (above diagonal) and Jost's (2008) mean pairwise D EST 

across loci (below diagonal) between 22 Mya arenaria samples using seven 

microsatellite markers. Significant values are indicated in underlined bo ld font. 

See Table 2 for more information on population labels ..... ........... .. ...... ........ ... ... 59 



XXIV 

Table 6: Probabi lities of membership as determined with STRUCTURE to each of the six 

c1 usters (K = 6) when the locus Mar5 is included and to each of the three 

clusters (K = 3) when Mar5 is exc luded from analyses. The most probable 

cluster for each population is indicated in bold underlined font for both 

analyses .................... .......... ... ............................................................................... 63 

Table 7: Pairwise e ST va lues (above diagonal) and Jost's (2008) mean pairwise D EST 

across loci (be low diagonal) between 22 Mya arenaria samples using six 

microsatellite markers (a il but Mar5). Significant values are indicated in 

underlined bo ld font. ... ..... ....................... ....... ... ......... ........ .. ...... ........ ..... ...... ....... 69 

Table 8: Information regarding 13 consecutuve weeks of Nfya arenaria sampling in 

Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf of St. Lawrence, Canada, 046°3 1 'N, 

064°4 1 ' W) .. ........ ...... ..................................... .. ..... .......... ................... ... .. ..... ........ . 91 

Table 9: Sample-specific genetic characteristics and global statistics calculated over 

seven microsatellite. Included are 10 temporal samples of larval and 

post-Iarval Mya arenaria individuals and an additional sample of ad ults, ai l 

co llected in Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf of St. Lawrence, Canada, 

46°31'N, 64°41 'W). Samples are labeled with letters to indicate ontogenic 

stages (E = early ve li ger larvae under 160 )lm of shell length, L = late ve li ger 

larvae over 160 )lm of shelliength, P = post-Iarvae, A = adults) and with 

numbers to indicate week of collection .................... .. ...... ......... .............. ........ ..... 97 

Table 10: Relative performance (b ias and residual mean-squared error) of seven 

different relatedness estimators for six variable levels of kinship and true 

relatedness (Rxy) : (1 ) mixed dyads ; (2) unrelated dyads ; (3) second cousin 

dyads ; (4) first cousin dyads ; (5) half-siblings and double first cousin dyads ; 



and (6) fu ll-siblings. The best estimator at each var iable is highlighted in 

bold font for each level ofkinship ...................................................................... 101 

Tab le Il: Mean within-sample (diagonal) and among-sample (above diagonal) 

individual pairwise relatedness coefficients (IPRxy) calculated with the 

COANCESTRYv.1.0.1.2. software (Wang 2011) between each combination 

of Mya arenaria larval and post-Iat'val samples including the Bouctouche Bay 

(A) adult reference sample. Number of dyads (n) used for the calculation of 

each mean is included in parantheses below each mean in italic font. Sample 

pairings containing significantly more related individuals th an randomly 

expected are presented in bold font with asterisks (> 95%*, > 97.5%**, > 

99%***) .... ................................................... ... ............. ............ ...... ........ ...... ..... .. 102 

Tab le 12: Descriptive statistics at seven microsatellite loci for each of the 10 temporal 

samples of Mya arenaria larval and post-Iarval individuals and two reference 

samples of adults collected in Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf of St. 

Lawrence, Canada, 46°3 1 'N, 64°41 ' W) and the Southern Gulf of St. 

Lawrence (SGSL) genetic cluster (St-Onge et al. 2013) .. ......... ......................... 105 

Table 13: Global descriptive statistics at each ofseven microsatellite loci for ail Il 

samples of Mya arenaria larvae, post-Iarvae and adults originating from 

Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf of St. Lawrence, Canada, 46°31 'N, 

64°41 'W) including the additional adult reference sample originating from 

the Southern Gulf of St. Lawrence (SGSL) genetic cluster (St-Onge et al. 

2013). Total inbreeding coefficients (rFIs) showing significant deficiencies 

in heterozygotes are highlighted in bold font with asterisk (after 1000 

randolnisations) .... ..................... ...... .. ...................... .. ........ ...... ............................ 108 



XXV I 

Table 14: Pairwise e ST values (above diagonal) and mean pairwise D EST across loci 

(below diagonal) between ali 12 Mya arenaria samples. Vaiues Iying outs ide 

the 95% confidence interval of the mean variance over loc i are indicated in 

bo ld font. See Table 8 for information on sample labels ........... .... ......... ..... ... .. 109 

Table Al: Allelic frequencies of the Mari microsatellite locus for ail 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 for more informati on on population labels) ........... 141 

Table A2: Allelic frequencies of the Mar3 microsatellite locus for ail 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 for more information on population labe ls) ........... 143 

Table A3: Allelic freq uencies of the Mar4 microsatellite locus for ail 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 for more information on population labe ls) ........ ... 145 

Table A4: Allelic freq uencies of the Mar5 microsatellite locus for aIl 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 for more information on population labe ls) ....... .... 149 

Table AS: Allelic frequenc ies of the Mar6 microsatellite locus for ail 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 for more information on population labe ls) .. ......... 151 

Table A6: Allelic frequencies of the Mar7 microsatellite locus for ail 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 for more information on population labels) ........... 152 

Table A7: Allelic frequencies of the Mar8 microsatellite locus fo r ail 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 for more informat ion on population labels) ... ........ 154 



LISTE DES FIGURES 

Figure 1 : Cyc le de vie et de recrutement de la mye commune (Mya arenaria) ................... 3 

Figure 2: Modèles c lassiques de génétique des populations liés à la connectivité .............. .4 

Figure 3 : Comportement larvaire de la migration verticale pour échapper aux courants 

descendants et ascendants ..................................................................................... 7 

Figure 4: Relation inverse entre la température de l'eau et la taille maximale de la 

coquille de Mya arenaria lors de la fixation ......................................................... 9 

Figure 5 : Post-larves de Mya arenaria. A) Stade juvénile (Richibouctou , Nouveau-

Brunswick, Canada -longueur totale = 2470 ~lm). B) Stade récemment 

métamorphosé (Bouctouche, Nouveau-Brunswick, Canada - longueur totale = 

323 ~m) et laissant apparaître les lignes de démarcation du prodissoconque 1 

(PI) (croissance vitelline), du prodissoconque II (PlI) (croissance larvaire 

pélagique) et du dissoconque (D) (croissance post-larvaire benthique) ............... 9 

Figure 6 : Prises de mesures des concentrations de métaux traces dans la prodissoconque 

II (PlI) d ' une post-larve de Mya arenaria à l'aide d'un spectromètre de masse 

par l'ablation au laser (lCP-MS) ......................................................................... 12 

Figure 7: Carte des écorégions marines de l'Atlantique nord-ouest.. ................................. 15 



XXV III 

Figure 8 : Nombre de publi cations ayant cité les travaux clés portant sur la théorie de la 

« Loterie du Succès Reproducteur » (SRS) publ iés entre 1982 et 1994 ...... .... .. 17 

F igure 9: Taux de mortalité estimé entre les stades de vi e des invertébrés marins 

benthiques .. ...... ... .. ... ..... .. ...... .. ......... ..... ...... ......... ..... ...... .................................... 20 

Figure 10 : Carte de la prov ince biogéographique des zones « Tempérées Froides de 

l 'Atlantique Nord-Ouest» (CTNA) et de sa courantologie ...... ........ .. .. .... .... ..... 25 

Figure 11 : Map of part of the « Cold Temperate Northwest Atlantic » (CTNA) 

biogeographic prov ince showing the location of 22 Mya arenaria sampling 

sites and the limits of marine eco regions (S palding et al. 2007). Upper inset 

map shows the 01 and E l sampling s ites. Names, labels and GPS coordinates 

of each sample are fo und in Table 2 ...... ...... .... .. ........ ...... .. .... .... ........ .. .... .. .. .... .. . 44 

Figure 12 : Locus-spec ific values of e ST for each microsate llite marker ............................ 51 

Figure 13 : A lleli c richness (N= 10) based on the genotyping of22 Mya arenaria 

sampling s ites fro m seven microsate llite markers ...... .... .................................... 57 

Figure 14 : Summary plots of the 604 Mya arenaria individua l coefficients of 

membership to each inferred cluster obtained w ith the STRUCTURE software 

perfo rmed with a) six clusters (K = 6) and ail seven loci (c lusters 1 to 6 in 

Tab le 6) and w ith b) three clusters (K= 3) and six microsate lli te markers (a il 

but Mar5 ). Shade co lors w ithin each p lot represent distinct clusters. Sites are 

labe led as in Table 2 while letters and numbers in cluster name boxes refer to 

membershi p probabilities in Table 6 .. .. .... ...... .... ...... .. .... .. ................ .. ................ 61 



XXIX 

Figure 15 : Assessment of the most probable number of clusters (10 explaining the 

genetic structure of Mya arenaria individuals (N = 604) from 22 samples 

genotyped with se ven microsatellite loci as detected with the LlK graphical 

method developed by Evanno et al. (2005). a) Mean (± SD ; N = 4) posterior 

probability data; b) Mean rate (± SD; N= 4) of change of the likelihood 

distribution; c) Mean (± SD; N= 4) absolute values of the second order rate 

of change of the likelihood distribution; d) LlK. Arrows point to the greatest 

value of LlK and the most probable number of clusters (K = 6) exp laining the 

genetic structure in the dataset ............ ..... ........................................................... 62 

Figure 16 : Isolation by distance analyses performed with and without Mar5 according to 

pairwise e sr(l - e srr l (Rousset 1997) and DEsr (Jost 2008) for three groups of 

samples : (1) G, N, S, M and V samples (N= 20); (2) Gand N samp les (N= 

14) ; and (3) S, M and V samples (N = 6). Significant differences between 

slopes are marked with the underlined inscription « SIG », presented with the 

associated P-value ............................................................................................... 65 

Figure 17 : Delaunay triangulated connectivity network of the 20 CTNA samples with 

Voronoi tessalations built with the BARRIER v.2.2 software. Grey lines 

represent the five most probable barriers to gene flow (decreasing probability 

from A to E) as detected with Monmonier's maximum difference algorithm 

from pairwise genetic distances (Nei 1978) ........... ...... .. .......................... ..... ..... 66 

Figure 18 : Assessment of the most probable number of c1usters (10 explaining the 

genetic structure of Mya arenaria individuals (N = 604) from 22 samples 

genotyped with six microsatellite loci (aIl but Mar5) as detected with the LlK 

graphical method developed by Evanno et al. (2005). A) Mean (±SD ; N = 4) 

posterior probability of data; b) Mean rate (±SD ; N = 4) of change of the 

likelihood distribution; c) Mean (±SD; N= 4) absolute values of the second 



xxx 

order rate of change of the likelihood di stribution ; d) LlK. Arrows point to the 

greatest va lue of LlK and the most probabl e number of clusters (K = 3) 

explaini ng the geneti c structure in the dataset .... .. ....... ........................ .............. 67 

Figure 19 : Relative frequencies of the 182 (Iight gray) and 170 bp (black) Mar5 all eles 

found in three random sampling sites of the a) Northern GSL, b) Southern 

GSL / Magdalen Archipelago, and c) American Coasts clusters. Relat ive 

frequencies of remaining Mar 5 alleles are represented by the other 

increlnenting gray colors ..... ..... ..... .... .. .. .............. ... .. ...... .... .. ...... ..... ......... ... .. .... . 71 

Figure 20 : Map showing a part of North America and Atlantic Canada with a close-up on 

the northern part of the Northumberland Strait where the Mya arenaria 

sampling site of Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf of St. Lawrence, 

Canada, 046°3 1 'N, 064°41 'W) is located .......... .. ...... ............ .. .. .......... ........ .. .... 89 

Figure 21 : Gonado-somatic index (GS l) modified from Roseberry et al. (1 99 1) and 

calculated fro m adult Mya arenaria specimens coll ected over 13 consecutive 

weeks fro m 8 May to 27 Jul y 2010 in Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf 

of St. Lawrence, Canada, 046°3 1 'N, 064°41 ' W). Ticks on the x-ax is represent 

the number of weeks elapsed since the « First Spawning Event» (FSE) on 19 

May 20 10. Sample sizes of each data point are presented in Table 8 with 

spec imens sampled at 0 and 1 week post-FSE pooled together to obtain a 

variation estimate .... ...... ...... .. ........ ..... ...... ........ .... ..... .. ....... .. .. .. .......................... 90 

Figure 22 : Example of a species identification gel carried out to genetical1y validate 

bivalve larvae collected in samples with a single step nested multiplex PCR 

assay that included the universally targeted bivalve 18S rRNA gene primers 

of varying species ........... ..... .... .. ...... .... ......... ...... .. ..... .. .. ..................... ....... ......... 94 



XXXI 

Figure 23 : Mean shell length of sampled groups of Mya arenaria larvae and post-Iarvae 

in BOllctouche Bay, New Brunswick (Gu lf of St. Lawrence, Canada, 46°31 'N, 

64°41 'W) according to each respective level of ontogeny (E = early veligers, L = 

late veligers, and P = post-Iarval recruits) and time of capture since the « First 

Spawning Event» (FSE) on 19 May 2010 ................................................................. ... 98 

Figure 24 : Cartes géographiques de la province biogéographique des zones 

« Tempérées Froides de l 'Atlantique Nord-Ouest» (CTNA) montrant la 

distribution des températures océaniques de surface A) le 1 er juin 2010 et B) le 1 er 

juillet 201 0 .......................... ....... ... .......... ............ ........................ .. .......... ......... .. .. ....... 128 



XXX ll 



LISTE DES ABRÉVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES 

Français 

[y_32p]dATP Désoxyadénosine triphosphate 

marqué au phosphore-32 

A 

A 

ADN 

ANOVA 

bp 

C 

CI 

COI 

COlle. 

CTNA 

D 

DMSO 

Nucléotide adénosine 

Échantillon référence d'adultes 

de Bouctouche, N.-B., Canada 

(Chapitre 3) 

Acide désoxyribonucléique 

Analyse de variance 

Paire de bases nucléotides 

Nucléotide cytosine 

Intervalle de confiance 

Gène mitochondrial 

du cytochrome oxidase l 

Concentration d'amorces 

zones «Tempérées Froides de 

l 'Atlantique Nord-Ouest» 

Dissoconche 

D iméthy Isu Ifoxyde 

English 

Deoxyadenosine triphosphate marked 

with 32-phosphorus 

Adenosine nucleotide 

Adult reference sample 

from Bouctouche, N.-B., Canada 

(Chapter 3) 

Desoxyribonucleic acid 

Analysis of variance 

Nucleotides bases pair 

Cytosine nucleotide 

Confidence interval 

Cytochrome oxydase l 

mitochondrial gene 

Primer concentration 

« Cold Temperate Northwest Atlantic » 

Dissoconch 

Dimethylsulfoxyde 



XXXIV 

DNA Acide désoxyribonucléique Desoxyribonucleic acid 

dNTP Désoxyribonucléotide Desoxyribonucleotide 

DTT Dithiothréitol Dithiothreitol 

E Écorégion marine « Mer du Nord» « North Sea » marine ecoreg ion 

(Chapitre 2) (Chapter 2) 

El Sylt, SH, Allemagne (Chapitre 2) Sylt, SH, Germany (Chapter 2) 

El Échanti lion jeunes larves vé l igères Early veliger larvae sample 

1 semaine post-FSE (Chapitre 3) l week post-FSE (Chapter 3) 

E2 Échantillon jeunes larves véligères Earl y veliger larvae sample 

2 semaines post-FSE 2 weeks post-FSE 

ES Échantillon jeunes larves vé li gères Early veliger larvae sample 

5 semaines post-FSE 5 weeks post-FSE 

EDTA Acide éthylène di amine Ethylened iaminetetraacetic ac id 

tétraacétiq ue 

G Nucléotide guanos ine Guanosine nucleotide 

G Écorégion marine du « Goljè du « Gulf of St. Lawrence / Eastern 

Saint-Laurent / Plateau est Scotian Shelf» marine ecoregion 

néo-écossais » (Chapitre 2) (Chapter 2) 

GI Saguenay, Qc., Canada Saguenay, QC, Canada 

G2 Baie de Métis, Qc., Canada Métis Bay, QC, Canada 

G3 Pointe-aux-Outardes, Qc., Canada Pointe-aux-Outardes, QC, Canada 

G4 Mingan, Qc. , Canada Mingan, QC, Canada 



xxxv 

G5 Havre-aux-Maisons, Qc. , Canada Havre-aux-Maisons, QC, Canada 

G6 Baie de Malpèque, L-P.- E., Canada Malpeque Bay, PEI, Canada 

G7 Tabusintac, N.-B. , Canada Tabusintac, NB, Canada 

G8 Parc National Kouchibouguac du Kouchibouguac National Park of 

Canada, N.-B ., Canada Canada, NB, Canada 

G9 Saint-Louis-de-Kent, N.-B. , Canada St-Louis-de-Kent, NB, Canada 

GIO Richibouctou, N.-B ., Canada Richibucto , NB, Canada 

Gll Bouctouche, N.-B. , Canada Bouctouche, NB, Canada 

G12 Antigonish , N .-É., Canada Antigonish, NS, Canada 

G13 lngonish Harbour, N.-B., Canada Ingonish Harbour, NS, Canada 

Gpi G1ucose-6-phosphate isomérase Glucose-6-phosphate isomerase 

GPS Système de localisation mondiale Global Positioning System 

GSI Indice gonado-somatique Gonado-somatic index 

GSL Golfe du Saint-Laurent Gulf of St. Lawrence 

HCI Acide chlorhydrique Chlohydric acid 

HS Relation demi-fratrie Half-sibling dyad 

HWE Équilibre de Hardy-Weinberg Hardy-Weinberg equilibrium 

ICP-MS Spectromètre de masse par Laser ablation mass spectrometer 

l' ablation au laser 

Idh Isocitrate déshydrogénase Isocitrate deshydrogenase 



XXXVI 

ITS-} 

FS 

FSE 

KCI 

L 

L3 

L4 

L6 

Lap 

LB 

LC 

M 

Mar} 

Mar2 

Mar3 

Mar4 

Gène ribosomal de l'espaceur 

interne transcrit 1 

Re lat ion de même fratrie 

« Premier Événement de Ponte» 

Chlorure de potassium 

Larves vé li gères matures 

InternaI transcribed spacer 1 ribosomal 

gene 

Full-sibling dyad 

« First Spawning Event» 

Potass ium chloride 

Late ve li ger larvae 

Échantillon larves véligères matures Late veliger larvae sample 

3 sema ines post-FSE 3 weeks post-FSE 

Échantillon larves véligères matures Late veliger larvae sample 

4 semaines post-FSE 4 weeks post-FSE 

Échantillon larves véligères matures Late veliger larvae sample 

6 semaines post-FSE 6 weeks post-FSE 

Leucyl-aminopeptidase Leucyl-aminopeptidase 

Bouillon liquide Liquid broth 

Couverture des loc i Loci coverage 

Écorégion marine « Golfe du Maine « Gulf of Maine / Bay of Fundy» 

/ Baie de Fundy» . . manne ecoreglon 

Microsatellite Mya arenaria 1 Mya arenaria microsatellite 1 

Microsatellite Mya arenaria 2 Mya arenaria microsatellite 2 

Microsatellite Mya arenaria 3 Mya arenaria microsatellite 3 

Microsatellite Mya arenaria 4 Mya arenaria microsate llite 4 



XXXVII 

MarS Microsatellite Mya arenaria 5 Mya arenaria microsate llite 5 

Mar6 Microsatellite Mya arenaria 6 Mya arenaria microsatellite 6 

Mar 7 Microsatellite Mya arenaria 7 Mya arenaria microsatellite 7 

Mar8 Microsatellite Mya arenaria 8 Mya arenaria microsatellite 8 

Mdh Malate déshydrogénase Malate deshydrogenase 

Ml St-Jean, N.-B. , Canada St-John, NB, Canada 

M2 Pembroke, ME, É.-U. Pembroke, ME, USA 

M3 Barnstable, MA, É.-U. Barnstable, MA, USA 

MCMC Méthode de Monte-Carlo par Monte Carlo Markov Chain method 

Chaîne de Markov 

MgCb Chlorure de magnesium Magnesium chloride 

Mpi Mannose phosphate isomérase Mannose phosphate isomerase 

MSS «Ponte Massive Synchrone» «Massive Synchronized Spawning» 

MuxMarl Multiplexe PCR d 'amorces incluant Primers PCR multiplex including 

Mar i , Mar 3, Mar4, Mar6 et Mar8 Mari, Mar3, Mar4, Mar6 and Mar8 

MuxMar2 Multiplexe PCR d ' amorces incluant Primers PCR multiplex including 

MarS et Mar 7 MarS and Mar7 

N Écorégion marine « Sud de la « South Newfoundland » marine 

Terre-Neuve» ecoreglon 

NI Baie de Little Barasway, T.-N.L. , Little Barasway Bay, NFL, Canada 

Canada 



XXXVI II 

0 Écorégion marine « Oregon, « Oregon, Washington, Vancouver 

Washington, côte et plateau de Coast and Shelf » marine ecoregion 

Vancouver » 

01 Newport, OR, É. -U. Newport, OR, USA 

P Post-larves Post-larvae 

P3 Échantillon post-l arves Post-Iarvae sample 

3 semaines post-FSE 3 weeks post-FSE 

1)" t: l" hoYlt-;II A ..... _Ast Irt"V a S Post-larvae sample ... --' l.....Ivl.O ...... '.Vll tJv "'-lai \,.; 

5 semaines post-FSE 5 weeks post-FSE 

P8 Échant illon post-l arvaire Post-larvae sample 

8 weeks post-FSE 8 weeks post-FSE 

PlO Échantillon post- larvaire Post-larvae sam pie 

10 weeks post-FSE 10 weeks post-FSE 

PA All èle privé Private all ele 

Pgd 6-phosphog luconate 6-phosphogluconate 

Déshydrogénase deshydrogenase 

Pgm Phosphoglycérate mutase Phosphoglycerate mutase 

PI Prodissoconche 1 Prodissoconch 1 

PlI Prodissoconche II Prodissoconch II 

PCR Amplification en chaîne par Polymerase Chain Reaction 

polymérase 

PSS «Ponte Partielle Synchrone» «Partial Synchronized Spawning» 



RMSE 

rRNA 

S 

SI 

SD 

SE 

SGSL 

SIG 

SLE 

SRS 

Erreur moyenne quadratique 

résiduelle 

Acide ribonucléique ribosomique 

XXX IX 

Residual mean-squared error 

Ribosomal ribonucleic acid 

Écorégion marine « Plateau 

néo-écossais » 

« Scotian Shelf » marine ecoregion 

Port-Mouton, N.-É., Canada Port-Mouton, NS, Canada 

Écart-type Standard deviation 

Erreur-type Standard error 

Groupe génétiquement distinct du Southern Gulf of St. Lawrence genetic 

Sud du Golfe du Saint-Laurent cluster 

Significatif Significative 

Estuaire du Saint-Laurent St. Lawrence Estuary 

«Loterie du Succès Reproducteur» «Sweepstakes Reproductive 

Success» 

SSNM-PCR Multiplexe groupé d'amplification Single-step nested multiplex 

en chaîne par polymérase en une polymerase chain reaction 

étape unique 

SST Température de surface de la mer Sea surface temperature 

T Nucléotide thymine Thymine nucleotide 

Température d ' annelage Annealing temperature 

TrioML Méthode de probabilité maximale Triadic maximum-likelihood method 

triadique 



xl 

v 

v/v 

VI 

V2 

X-gal 

Écorég ion marine « Virginienne » « Virginian » marine ecoregion 

Fraction vo lumique Volume fraction 

Stony Brook, NY, É.-U. Stony Brook, NY, USA 

Baie de Chesapeake, MD, É. -U. Chesapeake Bay, MD, USA 

5-bromo-4-ch loro-3-indolyl- ~-D- 5-bromo-4-ch loro-3 -indo Iyl-~-D-

ga lactopyranos ide galactopyranos ide 



a 

jJ-hat 

eST 

AR 

MwtAR 

MwsAR 

SEwsAR 

TAR 

DEST 

F 

LISTE DES SYMBOLES 

Français 

Seuil nominal de significativité 

Estimation de la corrélation des 

gènes intra-groupes et 

intra-population 

Estimation multi-Iocus de 

l'indice de fixation 

Richesse allélique 

Richesse allélique moyenne 

par locus 

Richesse allélique moyenne 

par échanti lIon 

Erreur-standard de la richesse 

allélique par échantillon 

Richesse allélique totale 

Estimation de l'indice de la 

différenciation réelle 

Distribution de Fisher 

Coefficient d'hybridation 

English 

Nominal threshold of significance 

Correlation estimate of genes 

within-groups and within-populations 

Multi-Iocus estimate of the 

fixation index 

Allelic richness 

Mean within-Ioci allelic richness 

Mean within-sample allelic richness 

Standard-error of the within-sample 

allelic richness 

Total allelic richness 

Estimate of the actual 

differenciation index 

Fisher distribution 

Inbreeding coefficient 



xlii 

TFIS Coeffic ient d ' hybridation tota l Total inbreeding coeffic ient 

wsFls FIs par échanti li on Within-sample FIs 

FST [nd ice de fixat ion F ixati on index 

MwsH E Moyenn e de l' hétérozygotie Mean w ithin-sample 

attendue par échanti lion expected heterozygos ity 

NBH E Hétérozygotie attendue non-bi aisée Non-bi ased expected heterozygosity 

sEwsH E Erreur standard de l' hétérozygotie Standard error of the within-samp le 

attendue par échanti ll on expected heterozygos ity 

MwsH o Moyenne de l' hétérozygoti e Mean within-sample 

observée par échantillon observed heterozygos ity 

sEwsH o Erreur standard de l' hétérozygotie Standard erro r of the w ithin-samp le 

observée par échantillon observed heterozygos ity 

K Nombre de groupes génétiquement N umber of inferred genetic clusters 

disti ncts infé rés 

AK Valeur la plus probab le de K Most probable value of K 

L(K) Probabi lité postéri eure de K Posteri or probab ility of K 

L'(K) Taux de changement de la Rate of change of the 

distribution de L(K) di stribution of L(K) 

L"(K) Valeur abso lue de L ' (K) Absolute value of L' (K) 

n Nombre d ' unités incluses pour N umber of units included 

le calcul d ' une moyenne to ca lculate a mean 

N Nombre d ' indi vidus échanti ll onnés N umber of sampled individuals 



NADULTS 

Nb 

NbEST 

NPI 

p 

Taille totale de l' échantillon 

Nombre moyen d'allèles détectés 

Nombre d'adultes chantillonnés 

pour calculer le GSI 

Nombre total d'allèles détectés 

Nombre de géniteurs 

Nombre estimé de géniteurs 

Nombre d'individus dont leur 

ADN fut extrait 

Total sample size 

Mean number of alleles detected 

Number of sampled adults 

to calculate the GSl 

Total number of aile les detected 

N umber of breeders 

Number of estimated breeders 

Number of individulas that got 

their DNAextracted 

Nombre de relations de même fratrie Number offull-siblings dyads 

Nombre de relations de demi-fratie Number of half-siblings dyads 

Nombre de NPI inclus dans les 

analyses statistiques 

Nombre d'allèles privés détectés 

Nombre total d ' allèles privés 

Détectés 

Nombre de NE qui ont été 

génétiquement et positivement 

identifiés Mya arenaria 

Valeur de la probabilité 

Probabilité moyenne que les FS 

détectés soient réellement FS 

Number of NPI included in 

statistical analyses 

N umber of private aile les detected 

Total number of private alleles 

detected 

Number of NE that was 

genetically and positively 

identified as Mya arenaria 

Probability value 

Mean probability of detected FS to 

to actually be FS 

x liii 



xli v 

r 

Rxl' 

A lpRxl' 

S 

t 

T 

Vws 

Coeffi c ient de corré lation 

de Pearson 

Coeffic ient de détermination 

Coefficient de déterminati on 

de Spearman 

Coeffi cient de parenté 

Coeffic ient de parenté par 

pa iie d' indi vidus 

Di ffé rence des moyennes de IPR X!' 

entre deux gro upes de dyades 

Salinité 

Distributi on de Student-t 

Température 

Vo lume d 'eau échantillonné 

Pearson product-m oment 

corre lation coeffic ient 

Coeffi cient of determinati on 

Spearman coeffi c ient of determinati on 

Relatedness coeffic ient 

Individual pairwise 

ïelatedness coeffic ient 

Diffe rence of mean IPR X!' 

between two groups of dyads 

Salinity 

Student-t distri bution 

Temperature 

Vo lume of water sampled 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

A.RECRUTEMENT ET DISPERSION LARVAIRE 

Un des buts communs des écologistes est de bien comprendre la dispersion larvaire 

afin d'aider au bon développement des modèles prédictifs de recrutement. Ces modèles 

peuvent être utiles dans plusieurs domaines comme les études d'impact et d'établissement 

des espèces invasives, les effets des changements climatiques sur le fonctionnement des 

écosystèmes marins, la mise en place des mesures de conservation d'espèces en péril, la 

gestion des ressources halieutiques, et, surtout, la planification des zones marines protégées 

(Botsford et al. 2001, Levin 2006, Fogarty & Botsford 2007, Waples et al. 2008, Costello 

2009, Christie et al. 2010b, So et al. 2011, Berry et al. 2012). Ces modèles doivent donc 

tenir compte d'une série de facteurs océanographiques et biologiques connus incluant, par 

exemple, la courantologie, la durée de la phase larvaire, le comportement larvaire dans la 

co lonne d 'eau, la densité des agrégats larvaires, la présence de prédateurs ou les conditions 

environnementales thermales et trophiques (Lutz & Jablonski 1978, Shanks et al. 2003, 

Siegel et al. 2003, Shanks 2009, Toupoint et al. 20 12a). 

L'étude de la dispersion larvaire chez les invertébrés marins est un domaine 

complexe en écologie marine (Gilg & Hilbish 2003, Levin 2006, Cowen & Sponaugule 

2009, Weersing & Toonen 2009). Cette complexité repose en partie sur les cycles de vie de 

ces organismes qui incluent, entre autres, différents comportements de reproduction et/ou 

de sélection sexuelle (Levin & Bridges 1995, Lin & Soong 2009, Soong et al. 2009), une 

fertilisation interne ou externe (Levitan 1995, Levitan & Petersen 1995, Bishop 1998, Bode 

& Marshall 2007, Lasker et al. 2008) ainsi qu'une dispersion s'effectuant dans un 

env ironnement marin chaotique et difficile à modéliser (Thorson 1950, Roegner 2000, 

Siegel et al. 2003, Porri et al. 2008, Jolly et al. 2009). 
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Pl us ieurs espèces, dont la maj orité des bivalves manns, sont caractéri sées par un 

mode de vie sédentai re lors de la phase adulte (Strathmann 1974, Kenchington et al. 2006, 

Shields et al. 20 10) et d' une libérati on plus ou moins synch ronisée des gamètes dans la 

co lonne d'eau où s' effectue la fe rtili sation externe (Langton et al. 1987, Morgan 1995, Rios 

et al. 1996, Baez et al. 2005 , Dukeman et al. 2005). La larve produite en milieu pélag ique 

est alors soumise à un transport avec la courantologie locale (Thorson 1950, Le Pen nec et 

al. 2003 , LeB lanc & Miron 2006, Shields et al. 2010, Landry & Miron 2011 , Santos et al. 

20 12) qui sera modulé par une vari été de comportements dans la co lonne d'eau (Andre et 

al. 1993 , Tamburri et al. 1996, Shanks & Brink 2005 , Kni ghts et al. 2006, Yoshinaga et al. 

20 10, Miller & Morgan 20 13). Une fo is devenue compétente, la larve peut se 

métamorphoser et se fi xer sur le substrat benthique (Armonies & Hell wig-Armonies 1992, 

Marte l et al. 2001 , Huxham & Richards 2003, LeBlanc & Miron 2006, Landry & Miron 

2011 ) ou retarder sa métamorphose le plus longtemps poss ible si les conditions de fixa ti on 

ne sont pas optimales (Bayne 1965 , Pechenik 1990, Pernet et al. 2003, Toupoint et al. 

20 12ab). Chacune de ces étapes du recrutement (Figure 1) est contrôlée par une série de 

fac teurs biotiques et abiotiques qui peuvent varier selon l'espèce, le site d'étude ou la 

période d' échantillonnage. La di spersion larvaire et le recrutement des invertébrés 

benthiques dev iennent alors des phénomènes très diffi cil es à modéliser (Lev in 2006, 

Cowen & Sponaugule 2009). 

B. CONNECTI VITE DES POPULA TIONS 

Une population peut être défini e comme un ensemble d' individus qui interagissent 

ensemble et qui possèdent une durée de vie limitée (Hanski & Gilpin 199 1). Une 

métapopulation peut quant à elle se définir comme un groupe de populations qui 

interagissent ensemble au niveau de leur maintien et renouveliement, de leur extinction et 

de l'établissement de nouvelles populations par la colonisation d' habitats libres (Lev ins 

1970, Hanki & Gilpin 1991, Hanski 1999, Moilanen & Hanski 2001 ). La connectivité des 

populations est essentiellement l'échange d' individus de même espèce d' une population à 

une autre (Cowen et al. 2006, Cowen & Sponaugule 2009) et se limite aux fro ntières 
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Figure 1 : Cycle de vie et de recrutement de la mye commune (Mya arenaria). 
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définies par une métapopulation (Levins 1970, Hanski & Gilpin 1991). Le lien parental ou 

de descendance qui existe entre les individus provenant de ces populations peut se relier 

aux taux de migration et de flux génique entre les populations (Moilanen & Hanski 2001) 

selon une série de modèles classiques de génétique des populations (Figure 2) comme le 

modèle du continent-île, le modèle de l'île, le modèle du tremplin unidimensionnel et le 

modèle du tremplin bidimensionnel (Wright 1931, 1943, Kimura & Weiss 1964, Takahata 

& Nei 1984, Hartl & Clark 1997, Matabos et al. 2008). La connectivité larvaire est quant à 

elle une composante temporelle de la connectivité des populations puisqu'elle fait le lien 

entre les stades larvaires et post-larvaires durant un seul cycle de reproduction (Becker et 

al. 2007, Christie et al. 2010b, Saenz-Agudelo et al. 2012). Cette connectivité larvaire peut 

différer d'un cycle de reproduction à un autre et module l'état de la connectivité finale des 

populations suite à l'accumulation de plusieurs cycles s'étalant sur plusieurs générations. 
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Figure 2 : Modèles classiques de génétique de population liés à la connectivité. 

Inspirée de Wright (1943), Kimura & Weiss (1964) et Hartl & Clark (1997) . 

L'étude de la connectivité des populations des invertébrés manns possédant une 

phase de dispersion larvaire et un mode de vie sédentaire au stade adulte devient 

particulièrement révélatrice sur les processus de dérive larvaire car les géniteurs demeurent 

relativement immobi les et n 'effectuent aucune migration (Sotka et al. 2004, Cowen et al. 

2007, Pineda et al. 2007, Cowen & Sponaugule 2009, Ayata et al. 2010) , contrairement aux 

espèces de poissons qui peuvent facilement se déplacer et périodiquement changer le lieu 

où ils effectuent leur frai. Chez les espèces d'invertébrés endobenthiques vivant en 

substrats meubles comme la mye commune Mya arenaria, les individus peuvent se 

disperser par transport sédimentaire ou par dérive byssale sur quelques centaines de mètres 
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durant leur période exploratoire et suite à leur fixation (Figure 1) (Sigurdsson et al. 1976, 

Emerson & Grant 199 l, Armonies & Hellwig-Armonies 1992, Günther 1992, Armonies 

1996, Hunt et al. 2003, Hunt 2004, 2005, St-Onge & Miron 2007, Redjah et al. 2010). 

Cependant, ce phénomène s'observe majoritairement durant le stade de vie juvénile lorsque 

l'énergie est investie dans la croissance plutôt que dans la reproduction. La mye commune 

atteint normalement la maturation sexuelle entre 30 et 40mm de longueur de coquille 

(Brousseau 1978a). Ces tai lles correspondent à une profondeur d'enfouissement moyenne 

entre 8 et 13cm sous la surface benthique (Zwarts & Wanink 1989) à l'abri du transport 

sédimentaire. Étant retrouvées enfouies à plus de 5cm sous la surface benthique, les myes 

juvéniles mesurant 20mm de longueur de coquille et vivant en milieu sab lo-vaseux 

semb lent quant à elles plutôt résistantes à une remise en suspension (St-Onge & Miron 

2007) et surtout moins habiles à se réenfouir si préalablement transportée par les sédiments 

(St-Onge et al. 2007). Puisque la mye peut être considérée sédentaire une fois qu'elle atteint 

la maturité sexue lle, le trajet réel des larves pélagiques à partir de leur lieu de naissance 

peut donc être correctement interprété par une connexion directe entre le géniteur et sa 

progéniture. Les connaissances reliées à la dispersion larvaire peuvent être extrapo lées suite 

à des études réalisées au niveau de la connectivité des individus entre les stades larvaires et 

post-larvaires. Afin de mi eux comprendre le lien qui existe entre la durée de la phase 

larvaire, les paramètres envi ronnementaux, les caractéristiques océanographiques et la 

physiologie larvaire, il est primordial d 'acquérir de l'information sur l'état de cette 

connectivité (Cowen et al. 2006, Cowen & Sponaugule 2009). 

Le maintien des populations d'invertébrés marins possédant une phase larvaire 

pélagique dépend d ' abord d 'un apport initial de larves dans la colonne d'eau (Underwood 

& Fairweather 1989, Young 1990, Olafsson et al. 1994, Todd 1998). L'apport de larves 

chez une population peut être assuré entre deux extrêmes (Figure 2): (1) par les activités 

reproductives des populations sources avoisinantes suite à une dérive larvaire sur une plus 

ou moins grande distance (Vuilleumier et al. 20 l 0); et (2) par un phénomène de rétention 

larvaire (auto-recrutement) provenant de l'activité reproductive de leurs propres 

congénères. L'évaluation de l'importance du recrutement local par rapport à celle de la 
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dispersion larvai re demeure encore de nos jours un des plus grands défis à surmonter dans 

ie domaine de l'écologie du recrutement des organismes marins (Cowen et al. 2000, Jones 

et al. 2005 , Piggott et al. 2008, Morgan et al. 2009, Saenz-Agudelo et al. 2009, Morgan & 

Fisher 20 10). Encore très peu d'études ont réuss i à ce jour à l'évaluer avec succès malgré 

une augmentation considérable de tentatives depuis les dernières années (Cowen et al. 

2000, Barnay et al. 2003, Ellien et al. 2004, Levin 2006, Cowen & Sponaugule 2009, Ayata 

et al. 2010, Christie et al. 201 Oab). 

On a longtemps cru que la di stance parcourue par les larves éta it directement 

proportionnelle à la durée de la phase larvaire (Thorson 1961 , Todd 1998, Pineda et al. 

2007, Shanks 2009, Weersing & Toonen 2009, Faurby & Barber 2012). Cette hypothèse 

impliquait que le recrutement des populations d'organismes possédant une phase larva ire 

de plusieurs semaines était beaucoup plus dépendant des géniteurs des populations 

avo isinantes que de congénères locaux (rétention larvaire) causant ainsi une absence 

de différenciation génétique entre les populations. Cependant, il existe présentement un 

changement de perception concernant ces concepts (Todd 1998, Hauser & Carvalho 2008, 

Ovenden 2013) puisque de plus en plus d'études sur des espèces à développement larvaire 

de plusieurs jours ou de plusieurs semaines suggèrent la présence de mécani smes de 

rétention larva ire (Lamare 1998, Barnay et al. 2003 , Ellien et al. 2004, Shanks & Brink 

2005, Piggott et al. 2008, Morgan et al. 2009, Ayata et al. 2010, Morgan & Fisher 20 10, 

van der Meer et al. 2013) . 

La rétention larvaire est susceptible de représenter une stratég ie efficace pour les 

recrues . Celles-ci subissent les mêmes conditions environnementales que leurs géniteurs ce 

qui devrait se traduire par un potentiel adaptatif favorisant la survie, la croissance et la 

reproduction. Le comportement larvaire face aux conditions hydrodynamiques pourrait être 

le principal responsable de cette rétention (Queiroga & Blanton 2004, Shanks & Brink 

2005 , North et al. 2008, Bueno et al. 2010, Morgan & Fisher 2010, Lloyd et al. 2012). 

Plusieurs études ont d'ailleurs démontré la capacité des larves à contrôler leur position 

vertica le dans la co lonne d'eau (Knights et al. 2006, Shanks & Shearman 2009, Miller & 
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Morgan 2013), souvent sous la thermocline pour les bivalves (Lloyd et al. 2012), leur 

permettant d'échapper aux courants de surface et d'éviter leur dispersion vers des sites plus 

éloignés (Q ueiroga & Blanton 2004). Ce paramètre comportemental a généralement été 

ignoré dans les modèles prédictifs de dispersion larvaire et de recrutement puisqu'ils 

comparaient les larves à des particules inertes, et donc à la merci des courants (Hannan 

1984, Armo nies & Hellwig-Armonies 1992, Fleeger et al. 1995). L'hypothèse selon 

laquelle les larves sont transportées passivement avec des courants ascendants et 

descendants d ' un système océanique s'est développée autour du fait que ces courants 

peuvent être de 10 à 100 fois plus rapides que la vitesse moyenne de nage d'une larve 

(Butman 1987, Shanks & Brink 2005). Il a toutefois été démontré que malgré la force de 

ces courants, les larves semblaient demeurer aux mêmes endroits et adopter des 

comportements défavorables à une dispersion passive et beaucoup plus favorables à une 

rétention larvaire (Figure 3) (Shanks & Brink 2005 , Shanks & Shearman 2009, Bueno et al. 

2010, Morgan & Fisher 2010). 

::> 
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Figure 3 : Comportement larvaire de la migration verticale pour échapper aux courants 

descendants et ascendants. 

Extrait et traduit de Shanks & Brink (2005). 

Le comportement larvaire n 'est toutefois pas le seul facteur potentiel pouvant 

expliquer les phénomènes de rétention . En effet, elle est aussi susceptible d'être favorisée 
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par la présence de discontinuités dans le paysage marin (Skold et al. 2003, Galindo et al. 

2006, Selkoe et al. 2008, 2010, Coscia et ai. 2013), notamment des barrières géographiques 

à la dispers ion (courants, dunes naturelles, baies, péninsules) ou par des fro nts de densité 

empêchant le mélange adéq uat des masses d'eau (Kenchington et al. 2006, Banks et al. 

2007, Dupont et al. 2007, Galarza et al. 2009, Zhan et al. 2009, Schunter et al. 20 Il , Coscia 

et al. 20 13). Plusieurs autres facteurs environnementaux potentiels peuvent également être 

cités, tels la température de surface des océans et son effet modulatoire de la phase larvaire 

par l' entremise de variations spatio-tempore ll es de la croissance, du délai de la 

métamorphose, du métabolisme et tout autre facteur influençant le déve loppement 

ontogénique des larves (Lutz & Jablonski 1978, Marte l et al. 1999, 2000, 200 1). Ii existe 

d'ailleurs une relation inverse entre la température du développement larvaire et la taille de 

la prodissoconque II (Pli) (Figure 4) (Lutz & Jab lonski 1978, Guillou 20 13). La PII peut 

être définie comme étant la partie de la coquille produite lors de l'ontogenèse larvaire dont 

la taille correspond à ce lle de l' individu lors de sa métamorphose (F igure 5) (Lutz & 

Jablonski 1978). Ceci implique que les larves issues d' une masse d'eau plus chaude 

aura ient (1 ) un plus petit PlI, (2) une plus courte durée larvaire, et donc (3) une plus grande 

probabilité de rétention larvaire que ce lles provenant d' un milieu plus fro id . Inversement, 

les larves provenant d' un milieu plus froid pourrait subir un plus grand dé lai de 

métamorphose dû à un métabolisme ralenti et un déve loppement ontogénique plus lent. Les 

délais de métamorphose peuvent aussi se manifester lorsque les substrats prospectés par les 

pédivéligères ne sont pas adéquats (Bayne, 1965, Pechenik 1990, Widdows 199 t , Grass le 

et al. 1992, Baker & Mann 1994, Chicharo & Chicharo 2000, Toupoint et al. 2012 b) ou 

lorsque la nourriture est peu abondante ou de piètre qualité (Pechenik et al. 1996, Toupo int 

et al. 2012a) augmentant ainsi la durée de leur phase larvaire et possiblement la distance 

qu'e lles parcourent. 

Ces facteurs environnementaux sont aussi susceptibles de jouer un rôle important au 

niveau (1) du rythme de maturation sexuelle individuelle (Li & Hedgecock 1998, Dukeman 

et al. 2005, Hedgecock & Pudovkin 2011), (2) des mécanismes d'adaptation loca le des 

larves émises dans le milieu par une sé lection de certains gènes polymorphes codant pour 
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F igure 4 : Relation inverse entre la température de l' eau et la taille maximale de la coquill e 

de Mya arenaria lors de la fixation, 

Extrait et traduit de Lutz et Jablonski (1978 et références incluses). 

Figure 5: Post-larves de Mya arenaria. A) Stade juvénile (Richibouctou, Nouveau-

Brunswick, Canada - longueur totale = 2470 )..lm). B) Stade récemment 

métamorphosé (Bouctouche, Nouveau-Brunswick, Canada - longueur totale = 
323 )..lm) et laissant apparaître les lignes de démarcation prodissoconque T (PI) 

(croissance vitelline), du prodissoconque II (PlI) (croissance larvaire pélagique) 

et du dissoconque (D) (croissance post-larvaire benthique). 

Extraite de Guillou (2013). 
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les protéines adéq uates pour les conditions du milieu (Schmidt et al. 2000, Schmidt & Rand 

200 i , Drouin et ai. 2002, Briceij et al. 2005 , Connell et ai. 2007), et donc (3) de ia structure 

des populations et des comm unautés (Bélanger et a l. 20 12, Wei et a l. 2013b). La 

profondeur des bassins dans lesquels le recrutement se réalise peut aussi jouer un rô le 

indirect sur la température de l' eau, le brassage hydrodynamique du mili eu, les conditions 

trophiques et la durée de la phase larvaire. 

Finalement d ' autres facteurs biotiques intra-spécifiques tel s les effets dépendants de 

la densité des agrégats larvaires ainsi que ceux inter-spécifiques tels les prédateurs des 

larves aparaissant par success ion d 'espèces trophiques peuvent venir jouer un rô le sur le 

recrutement local et la mortalité (Connell 1985, Olafsson et al. 1994, Dav id et a l. 1997a, 

Pedersen et a l. 2008). 

C. METHODES D 'EVA L UA TION DE LA CONNECTIVITE 

Chez les bivalves, il est très difficile d 'estimer la connectivité larvaire en milieu 

naturel , et ce, pour plus ieurs raisons majoritairement reliées à la taille microscop ique des 

larves: (1) imposs ibilité d ' utiliser des méthodes de marquage et de recapture telles 

qu 'utilisées chez les poissons adultes (e.g. Brooking et al. 2006, Whori skey et a l. 2006); 

(2) incapacité de suivre la dérive larvaire de façon visuelle ou même par imagerie sate llite; 

(3) difficulté d ' échanti lIonnage et d ' isolation individuelle des larves; et (4) com pl icati ons 

au niveau de l' identification visuelle de l'espèce étant donné que la morphologie des 

différents stades larvaires est souvent similaire d'une espèce à une autre (Loosanoff et a l. 

1966, Aucoin et a l. 2004, Larsen et al. 2005, Le Goff-Vitry et al. 2007b). 

Plusieurs méthodes variées ont été utilisées afin de tenter une estimation de la 

connectivité des populations chez les bivalves marins, la plupart étant basées sur des 

approches multidisciplinaires. Parmi celles-ci, on peut compter la modélisation physique de 

la co urantologie jumelée avec un monitorage de la distribution tempore lle de l'abondance 

larvaire (Lamare 1998, Roegner 2000, Werner et al. 2007, Shanks & Shearman 2009, 

Phillippalt et al. , 2012). Une autre méthode potentielle repose dans l'analyse de la 
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corré lat ion entre la concentration de métaux traces et des radioisotopes stables dans la 

co lonne d 'eau environnant les populations de géniteurs et celle présente dans la charnière 

de la coquille des post-larves nouvellement établies (DiBacco & Levin 2000, DiBacco & 

Chadwick 2001, Zacherl et al. 2003a, Becker et al. 2005, Becker et al. 2007, Thorrold et a l. 

2007, Rundel et al. 2013). L'analyse de ces constituants chimiques dans les otolithes 

représente la méthode parallèle en ichtyologie (Elsdon et al. 2008). Puisque la plupart des 

rivières et des estuaires possèdent leur propre signature chimique qui varie selon l' année 

(Miller et al. 2013a), les larves naissant à un endroit assimilent les métaux traces et 

radioisotopes stables présents dans la colonne d ' eau de façon permanente dans leur coquill e 

(Zacherl et al. 2003 b, Becker et al. 2005 , Strasser et al. 2008ab) , constituant en quelque 

sorte un marqueur naturel du lieu de naissance de la larve. Quoique certaines études 

réussissent parfo is à montrer une connectivité générale entre un assortiment de régions 

adjacentes (D iBacco & Chadwick 2001 , Becker et al. 2007, Carson et al. 2008) , très peu 

rapportent un lien direct entre les recrues qui s'établissent chez une population quelconque 

et les géniteurs qui en sont responsables (Beru men et al. 2010, Mi 11er et al. 2013 b). De plus, 

plusieurs difficultés techniques sont associées à cette méthode chimique comme la culture 

de larves in situ pour acquérir une carte géographique des références chimiques régionales 

(Becker et al. 2007, Miller et al. 2013a), le manque de précision des méthodes d ' ablation au 

laser (lCP-MS) pour restreindre l'analyse à la partie de la coquille issue de la croissance 

larvaire (Figure 6) (Strasser et al. 2007) et une limite minimale de l'échelle spatiale et 

temporelle pouvant être étudiée. Tous ces facteurs agissent en sorte que ces approches 

méthodologiques peuvent parfois difficilement venir supporter, améliorer ou aider les 

biologistes à mieux comprendre les modèles de connectivité et de dispersion larvaire, 

nécessitant plutôt une intégration avec d ' autres types de données biologiques (Rundel et al. 

2013). 
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F igure 6 : Prises de mesure des concentrations de métaux traces dans la prodi ssoconque II 

(PlI) d ' une post-larve de Mya arenaria à l'aide d ' un spectro mètre de masse par 

l'ablation au laser (lCP-MS). 

Extra ite et modifi ée de Strasser et a l. (2007). 

D. STR UCTURE GENETIQUE A GRANDE ECHELLE 

La méthode qui offre vraisemblablement le plus de potentiel pour évaluer la 

co nnectiv ité des populations repose dans l' étude de leur structure génétique à l'aide de 

marqueurs molécula ires fortement polymorphes (Viard et al. 2006, Dupont et a l. 2007, 

Hedgecock et a l. 2007a, Weersing & Toonen 2009, Lowe & A llendorf 2010, Coscia et a l. 

20 13). Cette méthode d ' analyse est de plus en plus courante et permet d 'évaluer la 

connectiv ité à des échelles spatiales et temporelles contrastées, c'est-à-dire autant à très 

grande échelle (plusieurs milliers de kilomètres/générations) qu ' à très petite éc hell e 

(quelques kilomètres/cyc le de ponte) (Cowen et a l. 2006, Dupont et al. 2006, 2007 , Santos 

2006, Piggott et a l. 2008). 

Lorsqu 'effectuée à l 'échelle géographique de la distribution naturelle d ' une espèce 

(i.e. à grande échelle), l 'étude de la structure génétique des populations d'invertébrés 

marins possédant une phase de dispersion larvaire peut donner des indices importants sur 

les fréq uences et l' amp leur des échanges larva ires entre les populations au fil des 

générations (Weers ing & Toonen 2009, Lowe & Al lendorf2010, Faurby & Barber 2012). 
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Par exemple, une dispersion larvaire réalisée sur de très longues distances est susceptible de 

promouvoir un taux élevé de flux génique entre différents agrégats d ' individus résultant en 

un faible nombre de groupes distincts de populations génétiquement homogènes et 

connectées les unes aux autres (Casso ne & Boulding 2006, Cassista & Hart 2007, Crandall 

et al. 2010, Domingues et al. 2010, So et al. 2011, Cheang et al. 2012). Par contre, des taux 

plus faibles ou une absence d'échange larvaire entre les populations ainsi qu'une dispersion 

larvaire réalisée sur de plus courtes distances peuvent avoir un effet de réduction sur le flux 

génique entre les agrégats d'individus et contribuer à la création d'un plus grand nombre de 

groupes distincts à l' intérieur desquels on retrouve plusieurs populations génétiquement 

homogènes (Ayre & Dufty 1994, Luttikhuizen et al. 2003, Casu et al. 2005, Kenchington et 

al. 2006, Dupont et al. 2007, Ni et al. 2011 , Coscia et al. 2013). 

De plus, l'observation d ' un gradient latitudinal en richesse allélique peut 

normalement indiquer le sens directionnel dans lequel l' expansion géographique et la 

colonisation post-glaciale d 'une espèce se sont déroulées, permettant ainsi d'obtenir une 

approximation du temps qui fût requis pour homogénéiser les fréquences alléliques des 

populations (Maggs et al. 2008, Tsang et al. 2008, Kenchington et al. 2009, Panova et al. 

2011, So et al. 2011). L'étude de la génétique des populations à grande échelle 

géographique peut donc être considérée comme un outil écologique important servant à 

mesurer la connexion historique entre les populations marines. 

On dit que deux populations ou deux métapopulations sont génétiquement différentes 

SI leurs fréquences alléliques associées à un marqueur ou à une série de marqueurs 

génétiques donnés diffèrent (Weir & Cockerham 1984). La diversité génétique des espèces 

distribuées naturellement sur de grandes zones géographiques devrait être raisonnablement 

corrélée avec les discontinuités géographiques, physiques et environnementales de l'aire 

étudiée (Ayre & Dufty 1994, Sotka et al. 2004, Kenchington et al. 2006, Schmidt et al. 

2008, Galarza et al. 2009, Yasuda et al. 2009, Domingues et al. 2010, Coscia et al. 2013). 

L'existence de groupes génétiques ou de métapopulations distincts à l'intérieur de la 

répartition géographique d'une espèce peut donc être attribuable à plusieurs facteurs: (l) la 
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présence de barrières importantes au flux génique due au paysage mar in (Mane l et al. 2003, 

Manni et ai. 2004, Se lkoe et ai. 2008, Baguette et al. 2013) tels que les péninsules, les 

courants de surface et de marée ou les gyres océaniques (Sko ld et a l. 2003, Kenchington et 

al. 2006, Banks et al. 2007, Zhan et a l. 2009, Watson et al. 20 11 , Coscia et al. 2013); (2) 

l'i so lation par la distance (Wright 1943 , Santos et al. 20 12), (3) l'adaptat ion locale se lon des 

variab les environnementales (Schmidt et al. 2000, Schmidt & Rand 200 1, Drouin et al. 

2002 , Bricelj et al. 200S, Conne Il et a l. 2007 , Schmidt et al. 2008, Bélanger et al. 2012, 

Baguette et al. 20 13); (4) la cout1e durée du déve loppement larvaire pélagique , et donc, la 

courte distance de di spersion (Piggott et al. 2008, Shanks 2009, Guill ou 2013) et (S) une 

accumulation de plusiems épisodes indépendants de rétention larvaire (Lamare i 998, 

Piggott et al. 2008) . 

Les résultats découlant de ces études à grande échelle géographique et temporelle 

peuvent être très utiles pour les gestionnai res de la ressource, leur permettant de mieux 

délimiter les réserves éco logiques marines pour la protection de l'i ntégrité éco logique et 

génétique d'une espèce ou pour la régénération des stocks chez des espèces fa isant l'objet 

de pêche récréative et/ou commerc ia le (Pa lumbi 2004, Fogarty & Botsford 2007, Be ll 

2008, MiUer & Ayre 2008, Waples et al. 2008, Chri stie et al. 20 10b, Berglund et al. 2012, 

Corell et al. 20 12). Ces études permettent également de mieux gérer les programmes 

d 'ensemencement en utilisant des géniteurs localement adaptés aux cond itions 

environ nementales que subi ssent les juvéniles ensemencés (Boudry et a l. 2002, Gaffney 

2006, Camara & Vadopalas 2009, Lallias et al. 2010). 

En l' absence de ces études, les gestionnaires doivent se baser sur d 'autres types plus 

indirects d ' information pour dé limiter les réserves éco logiques comme, par exemple, les 

concepts de biorégionalisation (Engle & Summers 1999, Olsen & Dinerstein 2002, 

Spa lding et al. 2007, Treml & Halpin 20 12). Un de ces concepts implique la notion des 

écorégions marines, définies comme des régions possédant une composition taxonomique 

relativement homogène et différente des régions adjacentes résultant d ' une prédominance 

d ' un petit nombre d 'écosystèmes ou de caractéristiques océanographiques distinctes 
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(Figure 7) (Spalding et al. 2007). À notre connaissance, très peu d'études ont tenté de 

montrer une corrélation directe entre la structure des populations et les limites 

géographiques associées aux écorégions marines (Bélanger et al. 2012, Home et al. 2013). 

Les résultats de la structure génétique des populations chez certains travaux semblent 

d ' ailleurs suggérer l'absence d'une telle corrélation (Panova et al. 2011 , Wei et al. 2013b). 

Ceci démontre une fois de plus l'utilité et le besoin primordial de déterminer la structure 

génétique des populations à grande échelle. 
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~ / Figure 7 : Carte des écorégions marines de l'Atlantique nord-ouest. 

E. REDUCTION DE L'ECHELLE SPATIALE 

Bien que les études de structure génétique des populations réalisées à grandes 

échelles géographiques soient utiles pour dresser un portrait global de la connectivité des 
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populations d ' une espèce, elles peuvent aussi être considérées limitantes pour étudier les 

processus écologiques entourant le recrutement et la connectivité larvaire à de plus faibles 

échelles temporelles (i.e. un seul cycle de reproduction) (Andrade & Solferini 2007, 

Arnaud-Haond et al. 2008, Leung et al. 2011, Wei et al. 2013a). Ceci découle du fait que la 

signature génétique propre à une population représente le résultat accumulé de plusieurs 

milliers de cycles de reproduction durant lesquels les fréquences alléliques se sont 

homogénéisées (Maggs et al. 2008, Tsang et al. 2008, Jolly et al. 2009). Toutefois, les 

conditions océanographiques d ' un milieu donné sont grandement susceptibles de changer, 

autant de façon pennanente avec le temps géologique (Paul & Schafer-Neth 2003) que de 

façon temporaire et annuelle. Certains phénomènes tels que l'acidification graduelle des 

océans (Albright & Langdon 2011 , Crim et al. 2011, Nakamura et al. 2011) ou les 

changements climatiques en général (Whalan et al. 2008, Webster et al. 20 Il) peuvent 

représenter des nouvelles tendances océanographiques susceptibles de moduler le 

recrutement des invertébrés benthiques de façon pennanente. Toutes ces différences font en 

sorte que pour un type de marqueur moléculaire donné, les conclusions tirées d 'études de 

structure génétique à grande échelle géographique et temporelle peuvent être différentes de 

celles tirées à l'échelle écologique d'un recrutement local (Andrade & Solferini 2007, 

Tsang et al. 2008, Jolly et al. 2009, Leung et al. 2011, Home et al. 2013, Ovenden 2013, 

Wei et al. 2013a). 

D 'autres facteurs liés à l'écologie du recrutement et au cycle de vie des espèces 

peuvent également varier d ' une saison à l 'autre. Les recrues issues d ' une ponte unique et 

iso lée dans l'espace et le temps sont donc susceptibles d'être caractérisées par une signature 

génétique di stincte de leur population d 'origine. Un cas particulier de ce phénomène 

constitue le principe de base d ' une théorie écologique bien documentée: la « Loterie du 

Succès Reproducteur» (SRS). Celle-ci fut proposée en 1982 (Hedgecock 1982) et 

représente le thème central de plusieurs publications qui deviennent de plus en plus 

fréquentes depuis les 30 dernières années (Figure 8) (Hedgecock & Pudovkin 20 Il et 

références incluses). 
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Figure 8 : Nombre de publications ayant cité les travaux clés portant sur la théorie de la 

« Loterie du Succès Reproducteur » (SRS) publiés entre 1982 et 1994. 

Extraite et traduite de Hedgecock & Pudovkin (2011) et références incluses. 

La plupart des organismes manns possèdent une espérance de vIe relativement 

longue et produi sent un grand nombre de larves à chaque cycle de reproduction dont très 

peu survivent jusqu'au recrutement (Pechenik & Levine 2007, Pedersen et al. 2008). La 

théorie de la SRS émet l'hypothèse que de tels organismes montrent de très grandes 

variations au ni veau de leur succès reproducteur individuel résultant en des patrons 

chaotiques de microrépartition génétique chez les recrues produites (Hedgecock 1994). La 

théorie propose que ces recrues soient issues d ' une petite fraction de géniteurs qui auraient 

activement ou aléatoirement synchronisé leur reproduction avec les conditions 

océanographiques optimales permettant la maturation des gonades et des gamètes, leur 

re largage dans la colonne d'eau , la survie des larves pélagiques et le succès de 

développement jusqu'à la métamorphose et la sédentarisation (Li & Hedgecock 1998, 

Hedgecock et a l. 2007b, Hedgecock & Pudovkin 20 Il). 
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Il exi ste plusieurs conséquences ou prédictions génétiques reliées à la SRS, 

notamment (1) le ratio de la taiiie effective de la population palticipant au recrutement (Ne ) 

sur le nombre réel d ' individus dans la population (N) devrait être extrêmement faible (Ne : 

N « 0.01), (2) le succès reproducteur indi vidue l devrait être variable durant toute la 

période de reproduction, (3) une dérive génétiq ue aléatoire devrait se produire 

simu ltanément au cyc le de recrutement résultant en d'importantes différences de fréquences 

all éliques entre les cohortes de recrues,. (4) la diversité génétique des recrues, par exemple 

la richesse allé lique, devrait être nettement inférieure à celle de la population originale 

d ' adultes , et, de faço n plus extrême, (5) les individus au se in des cohortes devraient être 

nettement plus appaïentés les uns aux autïes que chez les adu ltes ou un gïOupe d'individus 

choisis au hasard dans la population. Toutes ces prédictions ou une partie d ' entre elles sont 

fOltement susceptib les de se manifester chez la grande majorité des organismes marins 

présentant une fécondité élevée (Hedgecock & Pudovkin 2011). 

La stratégie de reproduction adoptée peut être considérée comme étant l'un des 

principaux facteurs causant la SRS. Les stratégies reproductives telles que la fertilisation 

interne, le développement benthique direct ou les so ins parentaux sont susceptibles de 

causer des patrons génétiques qui se conjuguent avec la SRS en raison d'un potentiel plus 

élevé de parentali té à l' intérieur des cohortes larvaires. C'est entre autres le cas d'un bon 

nombre de crustacés, reconnus pour leurs faibles nombres de partenaires sexuels (Gosselin 

et al. 2005 , Sai nte-Marie et al. 2008, Morse 2010, Reaney et a l. 2012) et pour leur 

production individuelle d'un grand nombre d 'individus apparentés (de même (FS) et de 

demi- (HS) fratrie). Dans ces cas, la SRS pourrait être favorisée grâce aux effets non-

aléatoires de la reproduction liés au choix du partenaire sexuel et au fait que les agrégats de 

FS et HS rencontrent les mêmes conditions environnementales durant l' ontogenèse. À 

l'autre extrémité du spectre, les espèces subissant une fécondation externe, une dispersion 

larvaire pélagique et un taux plus élevé de polygamie (ex. bivalves marins) sont plus 

enclines à produire des groupes de recrues non-apparentées en raison des effets a léato ires et 

stochastiques de la reproduction tels que la dilution des gamètes dans la mer, le mélange 

des larves durant leur dispers ion et le grand nombre de paires possibles de partenaires 
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sexuels (Levitan 1995, Levitan & Petersen 1995 , Levitan & Young 1995, Bishop 1998, 

Lasker et al. 2008). Mais malgré le potentiel élevé de ces espèces à présenter une grande 

diversité génétique à courte échelle temporelle, il est tout de même possible d'observer les 

effets de la SRS lorsque le nombre de géniteurs responsables de la production des recrues 

demeure relativement faible (prédictions 1 et 2). Ceci résulterait en une diversité allélique 

des recrues plus faible que celle des adultes en raison de la dérive génétique aléatoire 

(préd iction 3). Ces observations peuvent être expliquées par le fait que seulement de 3 à 

15% de toutes les larves d ' invertébrés marins produites survivent aux stades post-larvaires 

en raison des taux élevés de mortalité au cours de l'ontogenèse (Figure 9) (Pechenik & 

Levine 2007, Pedersen et al. 2008). La SRS devient particulièrement plausible si les larves 

demeurent dans le plancton pendant de longues périodes, s'il y a présence d'hétérogénéité 

spatiale au niveau des conditions océanographiques favorables au recrutement ou si les 

processus stochastiques aléatoires rendent le taux de réussite des « Pontes Massives 

Synchrones» (MSS) ou des « Pontes Partielles Synchrones» (PSS) variable dans l'espace 

et le temps. La stratégie MSS d ' une population est caractérisée par un groupe de 

reproducteurs qui vidangent l'entièreté de leur contenu gonadique de façon synchrone afin 

de maximiser les probabilités de ferti lisation . La stratég ie PSS est quant à elle caractérisée 

par un groupe de reproducteurs qui vidangent qu ' une fraction de leur contenu gonadique à 

la fois mais plusieurs fois au courant d ' une longue période de temps. 

Plusieurs études indépendantes de populations d 'invertébrés benthiques marIns de 

divers taxons présentent une structure génétique à petite échelle spatiale ou temporelle à 

l'intérieur d'un même site d 'étude qui peut être expliquée par la théorie de la SRS. Parmi 

ces taxons, on peut retrouver plusieurs espèces de crustacés (Kordos & Burton 1993, 

Johnson & Wernham 1999, Bali & Chapman 2003, Barcia et al. 2005, Veliz et al. 2006, 

Borrell et al. 2007, Ovenden et al. 2007, Marino et al. 2010, lacchei et al. 2013), de 

bivalves (Milkman & Koehn 1977, Gosling & Wilkins 1985 , David et al. 1997ab, Li & 

Hedgecock 1998, Saavedra & Pena 2005, Hedgecock et al. 2007b, Varela et al. 2009, 2012, 

Ni et al. 2011), de gastéropodes (Johnson & Black 1982, 1984, Campton et al. 1992, Lee & 

Boulding 2007, 2009, Ng et al. 2010), d 'échinodermes (Benzie & Stoddart 1992, Edmands 
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et a l. 1996, Benzie 1999, 2000, Moberg & Burton 2000, Calderon & Turon 20 10, Calderon 

et al. 201 2) et de pol ychètes (Virgil io & Abbiati 2006). 

Invertébrés marins benthiques 

larves pélagiques 

45:1 - 210:1. • 1 7:1 -42:1 , 
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post-larves 

Figure 9: Taux de mortalité estimé entre les stades de vIe des invertébrés mari ns 

benthiques. 

Extrait et traduit de Pedersen et al. (2008). 

D' autres études impliquant des invertébrés benthiques ne montrent toutefois aucun 

indice de variation génétique entre les cohortes annuelles de recrues, suggérant a lors une 

absence de la SRS et un manque d ' universalité de la théorie (F lowers et al. 2002, Cassista 

& Hart 2007, Calderon et al. 2009, Taris et al. 2009, Domingues et al. 20(1). Par contre, la 

plupart de ces études ont seu lement testé des hypothèses concernant la différenciati on 

génétique entre les cohortes (prédictions 3 et 4). Il est aussi possible de vérifier si le SRS 

s ' applique en estimant le niveau de parenté des individus appartenant à une même cohorte 
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ou entre les cohortes (prédiction 5) (Hedgecock 2010, Domingues et al. 20 II, Horne et al. 

2013 , lacchei et al. 2013). Ces niveaux de parenté peuvent être testés à l'a ide d'analyses 

moléculaires de la filiation (Jones et a l. 2005, Dupont et al. 2006, Saenz-Agudelo et al. 

2009, Christie et al. 2010a, Jones et al. 2010, Horne et al. 2013) ou du coefficient de 

parenté (Rxy) (Wang 2002, 2007) calculé entre deux individus X et Y, représentant la 

proportion d'allèles homologues identiques par descendance communément partagée en 

raison de leur niveau de parenté (Falconer & Mackay 1996). Veliz et al. (2006) a d'ailleurs 

démontré la présence d'agrégation famil iale à l'intérieur des cohortes larvaires chez la 

balane Semibalanus balanoides. Pour leur part, lacchei et al. (2013) ont montré le même 

phénomène chez les recrues établies de la langouste californienne Panulirus interruptus. 

Ces résultats suggèrent que les larves peuvent effectivement voyager en agrégat durant la 

dispersion larvaire, peut-être grâce à la reconnaissance chimique ou la présence de blocs 

océaniques de dispersiorl (<< dispersal kernels ») (Siegel et al. 2003, Ayata et al. 2008) . 

Ceux-ci représentent des masses distinctes d'eau de même densité à l' intérieur desquelles 

des groupes de larves pélagiques pourraient demeurer emprisonnées et voyager ensemble. 

En utilisant des analyses moléculaires de filiation, d'autres études ont montré la rétention 

chez des espèces de poissons de récif (Jones et al. 2005, Selkoe et al. 2006, Christie et al. 

2010a, Horne et al. 2013). Ces résultats montrent donc que les différences dans le succès 

reproducteur peuvent avoir des conséquences génétiques variées. 

Il serait donc pertinent de non seulement tester à quel point les cohortes de recrues 

sont différenciées, mais également à quel point elles peuvent être apparentées les unes aux 

autres, surtout au niveau des populations avec des fréquences alléliques relativement stables 

et homogènes (Andrade & Solferini 2007, Hedgecock 2010, lacchei et al. 2013). 

Cependant, l'évolution de la diversité génétique et l'existence de microrépartition génétique 

chez les cohortes larvaires d ' invertébrés marins à différents niveaux ontogéniques n'ont pas 

encore été pleinement explorées. Par exemple, il serait possible que le phénomène de « 

Ponte Partielle Synchrone » (PSS) puisse conduire à l'annulation des effets du SRS en 

produisant des coholies post-larvaires génétiquement homogénéisées avec la population 

originale d'adultes. La plupart des travaux effectués sur ce sujet se résume à des études au 
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cours desquelles seulement quelques stades ontogéniques furent étudiés (Li & Hedgecock 

1998, Hedgecock et a l. 2007 b) ou des études impliquant des espèces à ferti li sation interne 

dont le déve loppement larva ire se déroule sur de très longues périodes (e.g. crustacés, 

échinodermes) (KOl·dos & Burton 1993, Domingues et al. 2011). 

E. HYPOTI-IESE GENERALE 

Les études de la structure génétique des populations à une échelle spatiale et 

temporelle plus fine ainsi que les études de l' évolution de ces signatures génétiques au 

cours de l'ontogéni e pourraient nous informer davantage que les études à plus grande 

échelle géographique, surtout au niveau des processus fondamentaux li és au recrutement et 

à la compréhension de la connectivité et de la dispers ion larvaire (Hedgecock 20 10, 

Hedgecock & Pudovkin 20 11). Toutefois, les études comparant ces contrastes d 'échelles 

spatiales et temporelles et les conclusions que l'ont peut en tirer sont peu nombreuses et 

représenteront le thème central de cette thèse. C'est pourquoi l ' hypothèse générale qui sera 

di scutée tout au long de la thèse peut être résumée en une seule phrase: 

«La réduction des échelles spatiales et temporelles permet la détection de patrons 

génétiques spécifiques aux mécanismes écologiques de la connectivité larvaire des 

populations d 'invertébrés à cycle bentho-pélagique et indépendants de la connectivité des 

populations à plus grande échelle.» 

La mye commune (Mya arenaria) , un bivalve marin endobenthique, sera l' espèce 

modèle utilisée pour tester l' influence des échelles spatiales et temporelles sur les niveaux 

de détection de la connectivité des populations. 

G. MYE COMMUNE (MYA A RENA RlA) 

La mye commune (Mya arenaria) est un bivalve endobenthique mann 

commercialement important pour plusieurs communautés côtières et qui réside dans les 

substrats meubles de la zone intertidale, c ' est-à-dire dans des battures sableuses et vaseuses 
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des estuaires, des lagunes salines et des baies peu profondes (Robert & Smith 1980, 

Roseberry et a l. 1991 , LeBlanc & Miron 2006, St-Onge & Miron 2007, St-Onge et al. 

2007, Landry & Miron 2011). Les populations demeurent isolées en agrégats les unes des 

autres et leur distribution n'est donc pas continue (Hicks & Ouellette 2011). Cette espèce 

représente un modèle idéal pour étudier la connectivité de populations d'invertébrés marins 

à cycle bentho-pélagique. Elle possède un mode de fertilisation externe et un stade larvaire 

pélagique d'une durée de 10 à 35 jours selon les conditions du milieu (Figure 1) (Brousseau 

1 978ab, 1987, Shanks 2009). Cette espèce euryhaline et eurythermale peut facilement 

coloniser une grande variété de conditions océanographiques (Brousseau 1978a) et est 

sujette à plusieurs types d ' adaptation locale (Bricelj et al. 2005, Connell et al. 2007). De 

plus, e ll e réalise plusieurs pontes partielles au cours d'un même cycle de reproduction (Coe 

& Turner 1938, Ropes & Stickney 1965, Roseberry et al. 1991 , Cardoso et al. 2009). Sa 

répartition comprend surtout l'hémisphère nord du globe (MacNeil 1965, Ropes & 

Stickney 1965, Brousseau 1978a, b, 1987) incluant les deux côtes américaines (Powers et 

al. 2006, Strasser & Barber 2009), l'Europe, où elle est considérée comme invasive 

(Strasser 1999, Strasser & Barber 2009, Conde et al. 2011, Krapal et al. 2012), l'Asie du 

sud-est (Ponurovskii & Kolotukhina 2000) et le Canada Atlantique (Gagne et al. 2006, 

LeBlanc & Miron 2006, St-Onge & Miron 2007). 

Mais la région qui s ' avère être la plus importante pour M arenaria est sans aucun 

doute la province biogéographique marine représentant les zones « Tempérées Froides de 

l 'Atlantique Nord-Ouest » (CTNA) (voir Chapitre 2) (Spalding et al. 2007). Les 

populations de M arenaria résidentes du CTNA constitueraient la plus vieille souche 

phylogéographique de l'espèce (MacNeil 1965, Strasser 1999, Powers et al. 2006). Cette 

province comprend cinq différentes écorégions marines (Figure 7) qui s' étendent de la baie 

de Chesapeake (Maryland, États-Unis) jusqu 'au nord du golfe du Saint-Laurent (Canada 

Atlantique) (Spalding et al. 2007). 

Seulement quatre études de différenciation génétique à grande échelle géographique 

ont été conduites sur cette espèce, i.e. une impliquant des échantillons européens (Lasota et 
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al. 2004) et les trois autres impliquant des échantillons provenant de l' intérieur du CTNA 

(Morgan et al. j 978, Caporale et al. 1997, Strasser and Barber 2009). Par contre, aucune 

différenciation génétique n'a pu être détectée au niveau du CTNA malgré sa grande variété 

de paysages marins et de gradients océanographiques (Schmidt et al. 2008). Ces résultats 

suggèrent un flux génique important, une dispersion larvaire sur une grande distance et une 

bonne capacité de colonisation. Ces résultats peuvent toutefoi s être expliqués par le faib le 

niveau de po lymorphisme détecté par les marqueurs génétiques utilisés, notamment des 

isoenzymes (Morgan et al. 1978), le locus ribosomal ITS-l (Capo l'ale et al. 1997) et le 

cytochrome oxydase (COI) mitochondrial (Strasser & Barber 2009). Une ana lyse plus 

approfondie impliquant plusieurs marqueurs fortement polymorphes pourrait sans doute 

aboutir à des conclusions différentes en montrant une résolution plus fine au niveau de la 

structure génétique des populations et ainsi augmenter les chances de détecter la 

différenciation génétique réelle entre les populations échantillonnées à grande échelle. 

Cependant, aucun de ces marqueurs n'éta it encore di sponible à ce jour. 

H. LE GOLFE DU SAINT-LA URENT (GSL) 

Le go lfe du Saint-Laurent (GSL) représente un endroit idéal pour étudier l' impact des 

paramètres océanographiques sur la connectivité larvaire et des populations. Il possède une 

superficie d'environ 236 000 km2 et est composé en partie de l'estuaire du Saint-Laurent 

qui se connecte au restant du GSL par l'entremise du courant de Gaspé et du chenal 

Laurentien (Gan et al. 2004). L'eau qui sort de l'estuaire pour continuer vers la côte ouest 

de Terre-Neuve et le détro it de Cabot est plus froide, environ 8 à 12 oC en juillet (Vézina et 

al. 1995) que celle entourant les Îles-de-Ia-Madeleine, la baie des Chaleurs et le détroit de 

Northumberland, environ 14-18 Oc en juillet (Toupoint et al. 2012a). Le GSL est bordé par 

plusieurs populations intertidales de lvf. arenaria, autant au niveau des deux côtes de 

l'estua ire (ex. fjord du Saguenay) (Gagne et al. 2006) que des portions plus australes et 

occ identales du GSL comme le détroit de Northumberland et la baie de Fundy (LeBlanc & 

Miron 2006, St-Onge et al. 2007). Plusieurs de ces populations se situent à l' intérieur de 

baies de profondeurs variables, créant une variabilité de températures de surface 
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intéressante pour l'étude de la connectivité et d ' adaptation loca le. La co uranto log ie du GSL 

est aussi relativement bien connue (Figure 10). Le courant de Gaspé qui transporte les eaux 

froides vers la baie des Chaleurs et la présence de gyres à la sortie de l'estuaire de la 

Miramichi peuvent représenter des fronts de densité importants ayant un impact important 

au niveau de la dérive larvaire et du transfert de recrues d'une population à une autre 

(Orouin et al. 2002, Gan et al. 2004). 

Québec \ 

Maine 

6 ' 60" 5· • 

Figure 10: Carte géographique de la province biogéographique des zones « Tempérées 

Froides de l'Atlantique Nord-Ouest» (CTNA) et de sa courantologie. 

Extraite, modifiée et traduite de Kenchington et al. (2006). 
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1. MARQUEURS GENETIQUES 

Plusieurs types de marqueurs génétiques polymorphes sont capables de détecter des 

différences de fréquence et de diversité allélique. Parmi ceux-ci , on retrouve les 

microsate llites, définis comme étant des fragments neutres du génome à l' intérieur desquels 

on retrouve une courte séquence de deux à quatre nucléotides (e.g. AC, GAC, GACA) 

répétés en tandem (Se lkoe & Toonen 2006, Hauser & Seeb 2008). Le polymorphisme de ce 

type de marqueur génétique est représenté par le nombre de répétitions distinctes de la 

séquence. Chaque nombre de répétitions séquentielles représente un allèle distinct qui peut 

être transmis d'une génération à l' autre selon les lois mendéliennes. Plus le nombre de 

répétitions possibles est élevé (nombre d'allèles), plus le marqueur est considéré 

polymorphe et utile pour détecter de la différenciation génétique. Ces fragments peuvent 

être amplifiés par méthode de réaction en chaîne par polymérase (PCR) en appliquant des 

amorces spécifiquement développées pour amplifier les marqueurs visés à partir de l'ADN 

nucléaire génomique. 

L'utilisation de ces marqueurs confère plusieurs avantages, notamment (1) un taux 

élevé de polymorphisme qui augmente la probabilité de détecter les différences génétiques 

réeiles entre les populations, (2) la présence fréquente de ces marqueurs dans le génome 

d' une espèce qui augmente la probabilité de développer des amorces spéc ifiques et 

fonctionnelles (Selkoe & Toonen 2006), (3) une grande différence au niveau de la densité 

des microsatellites dans le matériel génétique des espèces de bivalves apparentées et donc 

une grande spécificité des motifs pour chaque espèce (Cruz et al. 2005), (4) la possibilité 

d' amplifier simultanément un grand nombre de marqueurs en multiplexe afin d'économiser 

sur le temps et les coûts de recherche (Selkoe & Toonen 2006), (5) la faci lité de leur 

utilisation avec une faible quantité d' ADN génomique nucléaire extrait des tissus, et (6) la 

possibilité d' utiliser les marqueurs comme outils d' identification génétiques (Jamison & 

Lasker 2008, Zhan et al. 2008b) lorsque les larves se ressemblent beaucoup d' une espèce à 

une autre . 
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J. STRUCTURE DE LA TIIESE 

Cette thèse sera composée de trois chapitres distincts qui feront le lien entre la 

structure génétique des populations de la mye commune Mya arenaria décrite à l'échelle 

d'une partie de sa distribution naturelle et celle effectuée à l'échelle d'une seule population 

sur un seul cycle de reproduction. 

Puisqu'aucun marqueur microsatellite n'était encore connu chez la mye commune 

(Mya arenaria), il a d'abord été nécessaire d'en développer en laboratoire. Le Chapitre 1 de 

cette thèse s'est donc attardé à développer une série de huit amorces spécifiques à l'espèce 

en utilisant une bibliothèque génomique enrichie de microsatellites et le clonage avec la 

bactérie Escherichia coli et le plasmide M13. Ce premier chapitre, intitulé « Isolation and 

characterization of eight novel microsatellite markers for the softshell clam (Mya 

arenaria) » fut publié en 20 Il dans la revue arbitrée Molecular Ecology Resources sous 

forme de résumé de notes techniques: 

Barker, F . K. , J. 1. Bell, S. M. Bogdanowicz, S. L. Bonatto, F. Cezilly, S. M. Collins, C. 

Dubreuil, M. J. Dufort, C. Eraud, R. Fuseya, E. A. Heap, N. Jacobsen, M. Madders, 

R. McEwing, A. P. Michel, F. Mougeot, R. S. Ogden, L. C. Orantes, A. S. Othman, 

E. Parent, P. Pulido-Santacruz, R. Rioux-Pare, M. F. Roberts, R. Rosazlina, T. 

Sakamoto, P. S. de-Leon, J. M. Sevigny, P. St-Onge, J. Terraube, R. E. Tingay, R. 

Tremblay, S. Watanabe, R. A. Wattier, and C. Mol Ecology Resources Primer Dev. 

(2011) Permanent Genetic Resources added to Molecular Ecology Resources 

Database 1 June 2011-31 July 20 Il. Molecular Ecology Resources Il: 1124-1126 

En utilisant sept des huit marqueurs microsatellites développés au Chapitre 1, 

l'hypothèse de structure génétique des populations de la mye commune (Mya arenaria) à 

l' échelle de la province biogéographique du CTNA avec une emphase dans le GSL fut 

testée dans le cadre du Chapitre 2. Les buts de cette étude étaient de déterminer (1) si les 

zones délimitées par les écorégions marines sont génétiquement pertinentes chez M 
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arenaria, (2) s' il y a présence d ' un gradi ent latitudina l en richesse allé lique permettant de 

do nner des indices quant au sens directionnel de l' expansion et la co lonisation historique de 

l'espèce, et (3) quels fac teurs parmi l' iso lation par la distance, les barriè res au flux géni que, 

le paysage mar in , les condi tions océanographiques et l' adaptation locale modulent l' état de 

la structure génétique de M arenaria à l' éche lle du CTNA. Ce Chapitre 2, intitulé « Strong 

population differentiation of softshell clams (Mya arenaria) samp led across seven 

biogeographic marine ecoregions: possible selection and isolation by distance » fut publié 

en 20 13 à la revue arb itrée Marine Biology sous forme d 'article scientifi que: 

St-Onge, P. , J. M. Sev igny, C. Strasser, and R . Tremblay. (2013) Strong popul ation 

di fferentiation of softshell clams (Mya arenaria) sampled across seven biogeographic 

marine ecoregions: poss ible se lecti on and isolati on by di stance. Marine Biology 

160: 1065-1 08 1 

F inalement, et touj ours en utili sant sept des huit marqueurs microsate llites 

déve loppés au Chap itrc 1, le Chapitre 3 de cette thèsc a testé l' hypothèsc dc 

microrépa rtition génétique et de variance du succès reproducteur au ni veau des cohortes 

larva ires et post-larvaires de M arenaria produites à l'échelle d ' un seul site d' étude et 

d ' une seul e sa ison de ponte. Les buts de cette étude étaient d 'évaluer (1) le niveau de 

différenciation génétique entre les di ffé rentes cohortes de larves et post-larves iss ues d ' un 

même cycle de reproduction et leur population d 'origine, (2) l'évolution de la diversité 

génétique d ' une cohorte larvaire au cours de son ontogenèse et jusqu'à l'âge adulte, (3) le 

niveau d 'agrégation famili ale à l' intérieur et entre chacun des échantillons larvaires et post-

larvaires, (4) la fratrie à l'intérieur de tous les échantillons larvaires et post-larvaires, et (5) 

la variance temporelle du nombre de géniteurs (JVb) responsables pour la production 

larvaire. Ce Chap itre 3, intitulé « Maintenance of kin-aggregation through larval ontogeny 

reveals temporal variance in reproductive success in a partially spawning marine bivalve » 

sera soumis en octobre 201 3 sous forme d ' article scientifique à la revue arbitrée Ecology. 



CHAPITRE 1 

ISOLATION ET CARACTÉRISATION DE HUIT NOUVEAUX MARQUEURS 

MICROSATELLITES CHEZ LA MYE COMMUNE (MYA ARENARIA) 

Ce premIer article, intitulé « Isolation and characterization of eight novel 

microsatellite markers for the softshell clam (Mya arenaria) », fut coréd igé par moi-même, 

les techniciens moléculaires É ric Parent et Rachel Rioux-Paré (MPO-IML), ainsi que par 

les professeurs Jean-Marie Sévigny (MPO-lMLIISMER-UQAR) et Réjean Tremblay 

(ISMER-UQAR). fi fut accepté pour publication dans sa version finale en 20 Il par les 

éd iteurs de la revue Molecular Ecology Resources. En tant que premier auteur, ma 

contribution à ce travail fut l 'essentiel de la recherche sur l'état de l'art, le développement 

de la méthode, l'exécution des tests de performance et la rédaction de l'article. Le 

technicien moléculaire Éric Parent, second auteur, a également travaillé sur le 

développement de la méthode, l'exécution de sa performance et la révision de l'article . Les 

professeurs Jean-Marie Sévigny et Réjean Tremblay, respectivement troisième et quatrième 

auteurs, ont fourn il ' idée originale et ont également aidé à la révision de l'article . 

Finalement, la technicienne moléculaire Rachel Rioux-Paré, cinquième auteure, a contribué 

à l'exécution des tests de performance. Une version abrégée de cet article a été présentée 

sous forme d'affiche scientifique à la conférence Réunion Annuelle du réseau Ressources 

Aquatiques du Québec (RAQ) à Lévis, Qc. (Canada) en septembre 2010. 
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1.1 R ÉSUMÉ 

Huit marq ueurs microsatellites furent développés chez la mye commune (A1yo 

arenal'ia). Tous les loci furent analysés chez 25 individus échanti ll onnés en 2009 et 

provenant de Richibouctou, No uveau-Brunswick (go lfe du Saint-Laurent, Canada). Aucun 

déséquilibre de liaison n' a été trouvé entre les huit marqueurs. Pour chaque locus, le 

nombre d'a ll èles détectés variait entre 3 (Mar6) et 20 (Mar2 et Mar4) alors que 

l'hétérozygotie observée variait entre 0,560 (Mar6) et 0,880 (i\IJar3, Mar 7 et Mar8). Tous 

les huit loc i étaient conformes avec l' équilibre de Hardy-Weinberg suggé rant une absence 

d'a llèles nul s chez les individus testés . Le ni veau de polymorphisme observé chez ces 

marq ueurs suggère qu ' ils seront adéquats pour l' analyse spat iale et tempore ll e de la 

génétique des popu lati ons de M arenaria. 
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A BSTRACT 

Eight microsate llite markers were developed for the softshell clam (Mya arenaria). 

Ali loci were analysed in 25 individuals collected in 2009 [rom Richibucto, New 

Brunswick (G ulf of St. Lawrence, Canada) . No significant linkage was found between any 

of the eight loc i. For each locus, number of detected alleles ranged from 3 (Mar6) to 20 

(Mar2 and Mar4) while observed heterozygos ity va ried between 0.560 (Mar6) and 0.880 

(Mad, Mar 7 and Mar8). Ail eight loc i conformed to the Hardy-Weinberg equilibriul11 

suggesting the absence of null alleles in the tested individuals. The degree of polymorphism 

exhib ited by lhese microsalelliles suggests they will be suitable for spatial and temporal 

genetic analysis of ]vf arenaria popul ati ons. 

KEYWORDS: 

Mya arenaria, softshell clam, microsatellite markers, population genetics, 

polymorphism, neutral markers 
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INTRODUCTION 

Studying the scale of marine population structure represents one of many critical 

steps in understanding the population dynamics of socio-economically important marine 

invertebrates. The softshell clam (Mya arenaria) is a wide-range, broadcast-spawning and 

potentially long-distance dispersing species of bivalve susceptible of exhibiting significant 

connectivity between populations (e.g. Strasser & Barber 2009). Development of highly 

polymorphic microsatellite markers is thus imperative (e.g. Selkoe & Toonen 2006) to 

correctly evaluate the connectivity of M arenaria populations. By using a genomic 

microsatellite enriched library, eight polymorphic microsatellite loci for the bivalve M 

arenaria were developed and are described here for the first time. 

METHODS AND RESULTS 

Total genomlc DNA was extracted from mantle tissue of a single specimen of 

softshell clam (M arenaria) using the DNA tissue E.Z.N.A. kit (Omega Bio-Tech Inc.). A 

genomic microsatellite library was constructed by digesting the DNA with Sau3A1 (Roche) 

(Kandpal et al. 1994) and selecting fragments ranging between 300 and 1250 bp using a 

Chroma-Spin© column (Clone-Tech Inc.). Amplification of size-selected fragments and 

enrichment for repeat sequence motifs were carried out using Sau3A1 linkers. Fragments 

containing microsatellite repeats were selected by hybridization with GACA, CA, GAIA 

and GA biotine-labeled probes. Fragments linked to the biotinilated probes were th en 

isolated using Streptavidin MagneSphere© magnetic beads (Promega). Enriched fragments 

were re-amplified, cloned into a pCR ®2.1-IOPO® vector (Invitrogen), transformed into 

chemically competent cells of Escherichia coli DH5a-Tl R (Invitrogen) and plated onto LB-

ampicillin-Xgal. Recombinant colonies were identified using a blue/white method of 

selection, transferred to a nylon membrane (Micron Separation Inc.) and subsequently 

hybridized with (CA)1 5, (GA)l5, (GAIA)ll and (CAGA)ll [y_32p]dAIP end-labelled 

probes. Inserts from 155 positive clones out of a total of 1760 recombinants were 

sequenced on an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc.) using universal 
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Ml3 pnmers ( lnvitrogen) and BigDye ™ Terminator cycle sequencmg kits (Applied 

Biosystems). A total of 84 clones were characterized as having incorporated fragments with 

microsatellite repeats w ith 42 of them containing flanking regions appropriate for primer 

design. Primers were designed using PRIMER3 (v.OA.O) and OLIG06 (v.6 .7.1.) software 

and labelled with fluorescent dye (Applied Biosystems) (Table 1). 

Ali 42 primer pairs were first tested on a sm ail initial sample of M arenaria 

individuals. A tota l of 17 primer pairs resulted in amplified products. However, nine loci 

were abandoned, either because of non-specific amplifications, no polymorphism (i.e. same 

all e les in over 98% of individuals) or very hi gh occurrence of null a ile les as assessed with 

MICROCHECKER (v .2.2.3.) (Van Oosterhout et al. 2004). PCR conditions were 

optimized for the remaining eight loc i, one of which is a tetranucleotide (Mar5) whi le the 

remaining seven (Mari, Mar2, Mad , Mar4, Mar6, Mar 7 and Mar8) are dinucleotides 

(Tab le 1). Amp lifi cation was carried out in 12.5 /lL total volume containing 0.12-0 .32 /lM 

of each primer (Tab le 1), 0.2 mM of each dNTPs (Roche), 4.8% of dimethylsulfoxyd 

(DMSO), 75 ng of DNA and 0.7 U of Expand High Fidelity Enzyme Mix (0.32mM Tris-

HCI , pH 7.5 , 1.6mM KCI, 0.016mM dithiothreitol (OTT), 0.0016mM EDTA, 0.008% 

Nonidet P40 (v/v), 0.008% Tween 20 (v/v) and 0.8% glycerol (v/v)) (Roche) us mg a 

Mastercycler® EP Thermal cycler (Eppendorf). Amplification for locus Mar2 was carried 

out with 2.5 mM MgCb (Roche) while amplification for the remaining seven loci was 

carried out with 1.5 mM MgCb (Roche). Cycling conditions were set at ( i) 94°C for 60s, 

followed by (ii) 35 cyc les of 94 oC for 30s, (iii) 51, 54 or 56 oC for 30s (Table 1), (iv) 72 oC 

for 30s and ending with (v) a single extension cycle of 72 oC for 120s. Finally, PCR 

products were analysed on an ABI 3130 sequencer using Genescan LIZ 1200 (Applied 

Biosystems) as the size standard. Raw data were analysed using GENEMAPPER software 

(App1ied Biosystems) (Chattelji & Pachter 2006). The eight loci could be amplified with 

three PCR reactions: (1) MuxMarl (SI oC) ; (2) MuxMar2 (56 oC); and (3) Mar2 (54°C) 

(Tab le 1). 
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Genetic characteristics of each microsatellite were described by genotyp ing a total of 

25 !vI arenaria individuais of comparable size collected in 2009 from Richibucto , New 

Brunswick (46°43'N ; 64°53'W; Gulf of St. Lawrence, Canada). Genomic DNA was 

extracted from each individual w ith an E.Z.N.A. tissue kit us ing s iphon or mantle tissue 

preserved in ethano l and genotyped as described above. Raw allelic scores fo r each marker 

were binned into allele s ize classes using the TANDEM software (Matschiner & Salzburger 

2009) with prior specification of bin s izes for each marker (4bp for Mar5 and 2bp for the 

remaining seven loci). Bin sizes were then confirmed by visual examination of the a ll ele 

raw scores in scatter plots. A ll e les at the range limit of the s ize classes were thoroughly 

inspected and according ly assigned tü their rightful bin. N umber of aUe ies for each locus 

was assessed with FSTAT v.2.9.3.2. (Goudet 2001) while observed (Ho) and non-biased 

expected (HE) (Nei 1978) heterozygos ities as weil as the allele size range (bp) at each locus 

were ca lcu lated with the GENETIX v A.05 statist ical package (Belkhir et al. 1996). 

Conformance to the Hardy-Weinberg equilibrium was assessed for each locus using 

Fisher' s exact probability test with inbreeding coefficients (FIs) (Weir & Cockerham 1984) 

calculated with FSTAT v.2.9.3.2. (Goudet 2001). P-values were set at a significance level 

of 5% and 0.625% after a Bonferoni correction for 160 randomisations. The 

MICROCHECKER v.2.2.3. (Van Oosterhout et al. 2004) software was used to test for 

possible presence of null alleles, stuttering effects and large allele dropouts. Finally, an 

analysis of linkage disequilibrium between ail pairs of loci was performed with FSTA T 

v.2.9.3.2. (Goudet 2001) with a significance level of 5% and 0.179% after a Bonferroni 

correction for 560 permutations. 

Characteristics of the eight newly developed markers are described in Tab le 1. Primer 

sequences were deposited in GenBank and were different fro m ail other published 

sequences. Li nkage disequilibrium analysis showed no significant linkage between any of 

the eight markers, with P -values ranging between 0.0143 and 0.8893). Mar6 is the locus 

showing the least amount of polymorphism with a tota l of three detected alle\es. However, 

this same marker was also amplified in other M arenaria individ uals from other sampling 

sites not accou nted for in this paper, showing a total of seven different all e les (St-Onge et 
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al. 2013). T he seven rema1l1l11g loci are more polymorphie w ith total detected a ll eles 

ranging from six (Mar5) to 20 (Mar2 and Mar4). Observed heterozygosity (Ho) ranged 

from 0.560 (Mar6) to 0.880 (Mar3, Mar 7 and Mar8) while expected heterozygos iti es (HE) 

ranged from 0.520 (Mar6) to 0.893 (Mar4). Ali eight loci conformed to the Hardy-

Weinberg equilibrium suggesting an absence of null alleles in the analyzed sample. An 

analys is carried out with MICROCHECKER (Van Oosterhout et al. 2004) confirm the 

same results and did not reveal any evidence for null alleles nor did it reveal any evidence 

of stuttering or large allele dropouts at any locus. Such characteristics show that ai l e ight 

microsatellite markers developed here can be considered usefu l tools for studying the 

genetic structure of M arenaria populations. 
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CHAPITRE 2 

FORTE DIFFERENCIATION DES POPULATIONS DE LA MYE COMMUNE 

(MYA ARENARIA) ECHANTILLONNEES DANS SEPT ECOREGIONS 

MARINES BIO GEOGRAPHIQUES : POSSIBILITE DE SELECTION ET 

ISOLATION PAR LA DISTANCE 

Ce deuxième article, intitulé « Strong population dijJerentiation of softshell clams 

(Mya arenaria) sampled across se ven biogeographic marine ecoregions : possible 

selection and isolation by distance », fut corédigé par moi-même, par les professeurs Jean-

Marie Sévigny (MPO-IMLIISMER-UQAR) et Réjean Tremblay (ISMER-UQAR), ainsi 

que par la chercheure associée Carly Strasser (UC). Il fut accepté pour publication dans sa 

version finale en 2013 par les éditeurs de la revue Marine Biology. En tant que premier 

auteur, ma contribution à ce travai 1 fut l'essentiel de la recherche sur l' état de l' art, le 

développement des méthodes, l' exécution des tests de performance et la rédaction de 

l' article . Les professeurs Jean-Marie Sévigny et Réjean Tremblay, respectivement 

deuxième et quatrième auteurs, ont fourni l' idée originale et ont également aidé avec la 

rév ision de l' article. Finalement, la chercheure associée Carly Strasser, troisième auteure, a 

contribué à l' obtention d'échantillons ainsi qu ' à la révision de l'article. Une version 

préliminaire de cet article a été présentée sous forme de communication orale scientifique à 

la conférence PhysioMar International 2010 à Québec, Qc. (Canada) en novembre 2010. 

Une version abrégée de cet article a également été présentée sous forme de communication 

orale scientifique à la conférence Evolution 2012 à Ottawa, On. (Canada) en juillet 2012. 
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2.1 RÉSUMÉ 

Vingt-deux échantillons de Mya arenaria provenant de sept écorégions mannes 

principalement situées dans la province biogéographique des zones « Tempérées de 

l'Atlantique Nord-Ouest » (CTNA) ont été recueillis entre 2001 et 2010 et génotypés à sept 

marqueurs microsatellites fortement polymorphes pour tester la différenciation des 

populations. Les résultats ont montré un fort niveau de différenciation régionale avec la 

présence de s ix groupes génétiquement distincts: (l) Nord du Golfe du Saint-Laurent 

(GSL), (2) Îles-de-Ia-Madeleine, (3) Sud du GSL, (4) Bas-Canada Atlantique, (5) Côtes 

Américaines, et (6) Nord de l' Europe. La structure des populations était supportée peu 

importe l' approche statistique employée et ne reflétait pas les limites géographiques des 

écorégions mari nes. Un gradient latitudinal de la richesse allélique suggère une expansion 

géographique post-glaciaire de l'espèce vers le nord. Alors que la distance géographique 

exp lique la var iation génétique observée au sud du CTNA, l' hétérogénéité génétique plus 

accrue observée dans le nord du CTNA peut plutôt être expliquée par une multitude de 

facte urs comme l' isolation par la di stance, le paysage marin et les processus sélectifs 

agissant sur le marqueur Mar5. L'exclusion du marqueur Mar5 a résulté en une détection 

de trois groupes génétiquement distincts plutôt que six. 
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A BSTRA CT 

Twenty-two Mya arenaria samples spanl1lng seven manne eco reglO ns mostly 

situated in the « Cold Temperate Northwest Atlantic» (CTNA) biogeographic province 

were co ll ected between 2001 and 2010 and genotyped at seven highly polymorphic 

microsatellite loci to tes t for population differentiation. Results showed strong regional 

differentiation with six genetic clusters : (1) Northern Gulf of St. Lawrence (GSL), (2) 

Magdalen Archipelago, (3) Southern GSL, (4) Lower Atl antic Canada, (5) US Coasts and 

(6) Northern Europe. Population structure was supported no matter the stati stica l approach 

and genera ll y do es not reflect the geographical limits of marine ecoregions. A latitudina l 

cline in a llelic richness provides evidence for a northward post-g lac ia l expansion range for 

this spec ies. While geographical di stance explains the genetic variati on detected in southern 

CTNA, increased heterogeneity observed in northern CTNA can be explained by isolation 

by distance, marine landscaping and presumable selective processes acting at the Mar5 

locus. Exclusion of Mar5 from analyses resulted in the detection of three genetic clusters 

instead of six. 

K EYWORDS 

Mya arenaria; softshell clam; microsatellite markers ; population structure; manne 

ecoregions; gene flow; post-g lacial expansion 
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INTRODUCTION 

Several manne invertebrate specles that remam sedentary during adult stages 

reproduce through a pelagic larval dispersal phase (Thorson 1950, Mileikovsky 1971). The 

genetic structure of such species provides important insights on the patterns of gene flow 

occurring in the marine system and generally reflects the dispersal pathways that facilitate 

the migration of new recruits among subpopulations (e.g. Dupont et al. 2007, Yasuda et al. 

2009). Knowledge of the genetic diversity of marine invertebrate settlements provides 

essential tools for fisheries management, conservation biologists and understanding the 

population ecology of broadcast-spawning marine organisms. It can also improve the 

practice of artificial seeding of nursery-reared juveniles in the wild (e.g. Congleton et al. 

2003, Redjah et al. 2010) by helping to maintain the genetic integrity of indigenous 

populations. 

The softshell clam (Mya arenaria) is an ideal model species for population structure 

studies of benthic marine invertebrates undergoing a planctotrophic larval phase. It is a 

commercially important, broadcast-spawning and potentially long-distance dispersing 

species of bivalve residing in the soft-bottom environments of intertidal zones, estuaries, 

shallow sand bars and mud flats (e.g. St-Onge & Miron 2007, Shanks 2009). Settlements 

are found in most temperate ecoregions of the Atlantic and Pacific oceans (MacNeil 1965, 

Ponurovskii & Kolotukhina 2000), most especially in the « Cold Temperate Northwest 

Atlantic» (CTNA) biogeographic province (Spalding et al. 2007) where the first invasion 

from now extinct Pacific stocks is believed to have occured during the Pliocene over 2.5 

million years ago (MacNeil 1965). 

The CTNA is characterized by highly heterogeneous coastlines with hundreds of 

estuaries, coastal lagoons, shallow and deep bays as weil as a wide variety of intertidal 

regimes (Schmidt et al. 2008). The area can be further fragmented into distinct 

biogeographic marine ecoreglOns (Figure 11) mainly delimited by strong taxonomic, 

thermal and biogeochemical similarities (Engle & Summers 1999, Spalding et al. 2007). 
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Strong latitudinal gradients in mean summer sea surface temperature (SST) are also 

observed in the CTNA during summer months, varying between 8-12°C in the St. 

Lawrence estuary (V ézina et al. 1995) and 20°C in Chesapeake Bay (Shiah & Ducklow 

1994). Such distinct physical and environmental conditions observed amongst ecoregions 

may (1) represent significant barri ers limiting larval exchanges between them, (2) restrict 

gene flow and (3) influence the population structure through local adaptation (e.g. Wares 

2002, Orouin et al. 2002, Domingues et al. 2010). 

-----65W-----s::w--
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Figure Il: Map of part of the « Cold Temperate Northwest Atlantic » (CTNA) 

biogeographic province showing the location of the 22 Mya arenaria sampling 

sites and the limits of marine ecoregions (Spalding et al. 2007). Upper inset map 

shows the 01 and El sampling sites. Names, labels and GPS coordinates of 

each sample are found in Table 2. 
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However, studies evaluating the genetic diversity of M arenaria populati ons are 

scarce and show very little population differentiation across its natural distribution. 

Genotyping of the ITS-l ribosomal DNA marker in 12 populations sampled a long the N ew 

England coast resulted in only two haplotypes and no significant genetic heterogene ity 

(Caporale et al. 1997). For their part, Lasota et al. (2004) genotyped 302 adult clams from 

seven North-European populations with six allozyme loci (Gpi , ldh, Lap, Mdh , Pgd, Pgm). 

They found low polymorphi sm (mean number of alleles between 2.0 and 2.7) and no 

population structure (mean Nei's Fsr= 0.0133 , non-significant). Finally, Strasser & Barber 

(2009) widened the range of study and sampled 212 adults from 12 North-American and 

North-European populati ons spanning three different coastlines. Sequencing the 

cytochrome oxydase (COl) mitochondrial gene revealed significant genetic divergence 

between No rth-American and NOlth-European populations (global Fsr = 0.159, P < 0.001 ) 

but no evidence of significant differentiation amongst North-American populations due to 

one haplotype dominating (65-100%) at ail sites sampled. 

The ribosomal DNA, allozyme loci and COI mitochondrial gene analyzed in the 

abovementioned studi es cou Id not detect the presence of population structure in M 

arenaria due to very little genetic variation. Population genetic studies using multilocus 

analyses of polymorphic microsatellite markers specific to M arenaria (Barker et al. 2011 , 

St-Onge et al. 20 Il) may thus be more appropriate for detecting finer- scale patterns of 

population structure in the Northwest Atlantic (Selkoe & Toonen 2006) . Lack of such 

studies tend to lead conservation biologists towards bioregionalization concepts like marine 

ecoregions to help them delineate marine protected areas and implement resource 

management policies (Fogarty & Botsford 2007, Spalding et al. 2007) . However, the 

relevance of marine ecoregion classifications has seldom been tested genetically for marine 

species naturally distributed over large geographical areas like the CTNA. Results may 

provide more weight to factors such as geographical distance between settlements, 

environmental and physical discontinuities or local adaption (e.g. Pineira et a l. 2008; 

Schmidt et al. 2008). Evaluating latitudinal differences in genetic diversity of M arenaria 

across the CTNA could also give more information on its colonisation history during the 
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last deglaciation of the « Late Glacial Maximum» (between lOto 13 thousand years ago) 

when ice retreated from most of northern CTNA and Europe (Dyke & Prest 1987, Maggs et 

al. 2008) . Such knowledge is essential to help separate genetic patterns into distinct 

categories, mainly the ones resulting from historical colonisation and those resulting from 

contemporary factors affecting gene flow and larval dispersal between settlements. 

The main goal of this study will be to use a series of polymorphie microsatellite 

markers to test the hypothesis of significant genetic differentiation amongst M arenaria 

settlements sampled across several marine ecoregions of the CTNA. More specifically, the 

study will investigate whether the population structure of this species (1) corresponds with 

the geographical limits of major biogeographic marine ecoregions, (2) reflects a post-

glacial recolonisation genetic signature caused by the last deglaciation event, (3 ) is 

correlated with distance between settlements, (4) is caused by important barriers to gene 

flow and (5) is influenced by locally selective processes. 

MA TER/AL AND METHODS 

Sampling and genotyping 

Because allele frequencies can vary over time and amongst breeding seasons (Waples 

1989), we first established whether temporal structure in Mya arenaria populations could 

be detected. Adult clams were collected at the two sampling sites of NI and G8 (Figure Il) 

and separated according to three age classes per site. Age was determined by counting shell 

annuli (Maximovich & Guerassimova 2003). Thirty-five individuals of each age class were 

genotyped with seven microsatellite markers (described below). No genetic differences 

were detected amongst the three age classes after 1000 aile le randomisations at either NI 

(global 8 ST= 0.0027, P = 0.109) or G8 (global 8 ST = -0.0004; P = 0.919). Therefore this 

study focused on evaluating the spatial genetic structure. 

To assess the spatial genetic structure, a total of 604 adult and juvenile softshell 

clams were collected between 2001 and 2010 at 22 sampling sites spanning seven marine 
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ecoregions (Spalding et al. 2007) (Table 2, Figure Il ). These included 13 sites in the « Gulf 

of St. Lawrence / Eastern Seo tian » Shelf (G), one site in « South Newfoundland » (N), one 

site in the « Scotian Shelf » (S), three sites in the « Gulf of Maine / Bay of Fundy » (M), two 

sites in the « Virginian » (V), one site in the « Oregon, Washington, Vancouver Coast and 

Shelf » (0) and one site in the « North Sea » (E). Sample size diffe red for each site, ranging 

from Il to 37 individual s. Eight of the 22 samples (012, MI-M3 , V1-V2, 01 and El) 

were comprised of individuals analyzed in a prior study (Strasser & Barber 2009). 

Although some clams were di ssected fresh, most collected clams were frozen at -

40°C upon arrivai at the laboratory. Once partially thawed, small tissue samples of mantle, 

foot or siphon were preserved into a vial filled with 95% ethanol. Genomic DNA of each 

individual was extracted fro m approximately 100 mg of preserved tissue with an E.Z.N .A. 

kit (Omega Bio-Tech Inc.). 

Using a fluorescent labelling method, seven microsatellite loc i (MarJ-OenBank 

access ion number INI91327.1, Mad-IN 191 329. 1, Mar4-INI91330.1 , Mar5-JN191331.1 , 

Mar6-JNI91332.1 , Mar7-JN191333.1 and Mar8-JN I91334.1) were amplified in each 

individual accord ing to the methods described in St-Onge et al. (2011) (see also Barker et 

al. 2011) . Amp lified fragments were analyzed by capillary electrophoresis on an ABI 3130 

genetic ana lyzer using a Genescan LIZ1200 size standard (Applied Biosystems Inc.). Raw 

all eli c scores were assessed with the GENEMAPPER software (Applied BioSystems Inc.) 

(Chatterj i & Pachter 2006). Final allele identity for ail genotypes was based on resulting 

all ele intervals generated by the TANDEM software (Matschiner & Salzburger 2009) and 

corrected by visually inspecting scatter plots of raw scores. Finally, the quality of data fo r 

the ana lys is of population structure (periodicity of markers, probabili ty of null alleles, 

stuttering patterns and large allele dropouts at each locus of each sample) was evaluated 

with MICROCHECKER v.2.2.3. (Van Oosterhout et al. 2004). 
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Sample characteristics 

Number of detected alleles, allelic richness, linkage disequilibrium between pairs of 

loci and conformance to Hardy-Weinberg equilibrium were ail assessed with FSTAT 

v.2.9.3 (Goudet 2001) with the two latter set at a significance level of 5% and adjusted for 

multiple comparisons. Private alleles were summarized with CONVERT v. l.31 (Glaubitz 

2004) while observed and expected heterozygosity values (Nei 1978) were determined with 

GENETIX v.4.05 (Belkhir et al. 1996). 

Spatial genetic structure 

Different analytical approaches were used to investigate the population genetic 

structure of softshell clams sam pied across the « Cold Temperate Northwest Atlantic » 

(CTNA) biogeographic province. Population differentiation was first assessed with an 

exact G-test (Goudet et al. 1996) with FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2001) using the global e ST 

statistic (Weir & Cockerham 1984), an unbiased estimate of F ST calculated from multi-

locus allelic frequencies. FSTA T was also used to calculate pairwise e ST values (Weir & 

Cockerham 1984). Both tests were set at a significance level of 5% and appropriately 

adjusted for multiple comparisons if needed. To account for the use of highly polymorphic 

microsatellite markers, me an pairwise DEST values (Jost 2008) were also calculated with 

SMOGD (Crawford 2010) and averaged across ail loci . Confidence intervals (95%) were 

calculated by averaging the mean variances of ail individualloci (Sokal & Rohlf 1995). 

Population structure was also investigated using a Bayesian model-based MCMC 

clustering method as implemented in the program STRUCTURE v.2.3.3. (Pritchard et al. 

2000, Falush et al. 2003). This method can be used to infer population genetic structure 

from individual multi-Iocus genotypes assuming Hardy-Weinberg and linkage equilibrium. 

Four simulations were carried out for each inferred K ranging between two and 22 and 

allowed admixture of individuals as weil as correlations between allele frequencies (Falush 

et al. 2003). Each run consisted of a bum-in period of 50 000 steps followed by 50 000 
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Markov Chain Monte Carl o (MCMC) repetit ions. The geographical location of individ ua ls 

was only used as a pri or to assist the c lu stering process (Hub isz et a l. 2009). Resul ting 

estimated log probab il it ies fo r each ru n were then used to compute the ad -hoc statistic LlK 

(Evanno et al. 2005) representing the most probable number of genetic c lusters (K) in the 

dataset. Individual c lams were then probabilistically ass igned to one of K di stinct genet ic 

clusters. 

Isolation by distance 

Three independent iso lation by di stance analyses were carried out w ith the IBDWS 

program (Jensen et a l. 2005) by way of a Mante l test (l0 000 random isations) corre lating 

pai i·wise e ST (1 - e STy l values (Weir & Cockerham 1984, Rousset 1997) with geographica l 

d istance. Distance was based on the main sea surface pathways (Shore et a l. 2000, 

Savenkoff et a l. 200 l , Kenchington et a l. 2006) a nd estimated w ith the distance calculator 

ava ilable in the GEBCO Digital Atlas (British Oceanographie Data Centre 2003). 

Independent analyses were carried out fo r samples in (1) CTNA (N = 20) , (2) Gand N on ly 

(N:= 14), and (3) S, M and V only (N = 6). The same three sets of samp les were also used 

to ana lyze iso lation by di stance with pairw ise D EST va lues (Jo st 2008) . These analyses were 

carri ed out w ith the Iso lde program implemented in the Genepop vA.0. 10 on the web 

(Raymond & Rousset 1995 , Rousset 2008) and using a Spearman rank co rrelation test (a = 
5%) (Sokal & Rohlf 1995). 

Barriers to gene flow 

The software BARRIER v.2.2 (Manni et a l. 2004) was used to build a Delaunay 

triangulated connectivity network with Voronoi tesse ll ati ons based on the geographical 

location of each samp le . The five most significant geographical barriers to gene Dow were 

then detected using Monm onier's algorithm (Monmonier 1973) from pairwise genetic 

di stances (Nei 1978) between linked samples in the network. 
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Positive selection 

Finally, locus-specifie values of e ST (Figure 12) were calculated for each marker 

using FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2001). Results showed that Mar5 had a e ST value of 0.058, 

amounting to nearly twice that of the global e ST value of 0.031 calculated across ail seven 

loci . The multi -loci neutrality test procedure described in Beaumont & Nichols (1996) 

arrived to a similar conclusion by placing Mar5 outside and over the 95% confidence limit 

of the expected j3-hat distribution (Cockerham & Weir 1993) calculated under the island 

(Wright 1931 , 1943) and infinite a lle les mutational models (Kimura & Crow 1964). Such 

results suggest that Mar5 could be a candidate marker for positive selection. Pairwise e ST, 

isolation by distance (with pairwise e ST and D EST) as weil as a clustering analysis with the 

STRUCTURE software were thus repeated without Mar5 as described above. Siopes for 

the isolation by distance correlations with and without Mar5 were compared using a one-

sided paired t test (a = 0.05) (Zar 1999). However, sorne parameters for the clustering 

analysis differed from those described above in that only three runs were carried out for K 

values ranging from 2 to 10 with a bum-in period of 25 000 steps and 25 000 MC MC 

repetitions. 
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R ESULTS 

Sample characteristics 

Analyses with MICROCHECKER showed that evidence for null alleles (homozygote 

excess) was fou nd in onl y 12 out of 154 (7.8%) combinations of loc i and samples, 

including five for Mar I (G5 , G6, G8, M2 and M3) and three for Mad (Ml, M2 and V2). 

However, there was no ev idence of technical problems associated with stuttering patterns 

or large all ele dropouts. Data was considered acceptable for the analysis of population 

structure. 

No linkage disequilibrium was found between any pair of loci with P-values ranging 

between 0.02 (Mar4-Mar6) and 0.94 (Mari - Mar6). Significance for this test was 

Bonferoni-adjusted to 0.002% after 420 randomisations. Each individual locus was thus 

considered stat ist ically independent. High genetic variability was found in M arenaria 

across ail seven loci and 22 populations with a mean allelic richness of 8.l (based on a 

minimum sample of 10 individuals; see Mar8 in the sample M3) as weil as high observed 

and expected heterozygosity values of 0.77 and 0.80 respectively (Tables 2, 3 and 4). When 

calcul ated across samples (Table 3), total number of aile les varied between seven (Mar6) 

and 50 (Mar4) , mean allelic richness (N = 10) ranged from 3.2 (Mar6) to 1l.2 (Mar4) wh ile 

observed and expected within-sample heterozygos ity values varied from 0.50 (Mar6) to 

0.86 (Mar8) and fro m 0.52 (Mar6) to 0.89 (Mar 1) respectively. When calculated across 

loci (Table 2), mean all elic richness (N = 10) decreased with increasing latitude (F igure 13) 

and was the lowest in the E l sample (6.3) and the highest in the V2 and M3 samples (10.0 

and 9.4 respective ly). Observed heterozygosity ranged from 0.70 (G8) to 0.83 (VI) wh il e 

expected heterozygosity varied between 0.76 (G8) and 0.87 (V2). Global statistics (Tables 

2 and 3) revealed deviations from Hardy-Weinberg equilibrium at Mari, Mad and Mar8 

(P < 0.001,0.003 and 0.005 respectively) and in V2 and M3 (both P = 0.0003). In total , 32 

private alleles were observed in 18 out of 22 sampI es with six of them (18.8%) exclusive to 

the V2 sample. 
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Table 3: Global descriptive statistics calculated over aIl samples of Mya arenaria 

indi viduals genotyped at seven microsatellite loc i. Within-sample inbreed ing 

coeffic ients (wsF/s) showing significant deficiencies in heterozygotes are 

highlighted in bold font with asterisk (after 1000 allele randomisations). 
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Table 4 : Descriptive statistics of each sample of Mya arenaria individ uals genotyped at 

seven microsatellite loci. Significant FIs values are highlighted with bold font and 

asterisk. 
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Tab le 4 : continued 
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Table 4 : continued 
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Figure 13 : Allelic richness (N = 10) based on the genotyping of22 Mya arenaria sampling 

sites from seven microsatellite markers. 
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Spatial genetic structure 

The global multilocus e ST revealed significant population differentiation (eST = 
0.031 , P < 0.001). Pairwise e ST values varied between -0.003 (G2 and G3) and 0.099 (G5 

and E l ) (Tab le 5). Out of 231 pairwise eST values, 161 (69.7%) showed significant 

differences in alle lic frequencies (see Tables Alto A 7 in Annexe A for allelic freq uency 

tables per locus and sample). Most of the 70 pairwise tests that did not show sign ificant 

differences were between s ites sampled within the same geographical region. None of the 

10 pairwise tests generated with G I-G4 and NI samples (Figure 11) showed significantl y 

different allelic frequencies. Only six out of 36 pairwise tests (16 .7%) generated with the 

remaining nine G samples showed significantly different allelic frequencies with five of 

them implicating G5. Ten out of 21 pairwise e ST tests (47.6%) generated with the seven 

samples originating from both American coasts showed significantly different a ll e lic 

frequencies. Six ofthese differences occurred between the northern SI, Ml and M2 and the 

southern V2 and 01 samples (Figure Il). Finally, the El sample had allelic frequencies 

significantly di fferent from al! other samples. 

Mean pairwise D EST values (1ost 2008) across ail loci and samples amounted to 0.180, 

which is considerab ly hi gher than the global e ST value of 0.031 . Structure patterns based on 

the 95% confidence interval were more conservative than those detected with the pairwise 

e ST method and showed fewer significant pairwise differences (l05 out of 231 or 45.5%), 

especially between samples from the northern range of the CTNA (Table 5) . Most values 

outlyi ng the 95% confidence interval were observed between samp1es south and north of 

Ml. 

Six genetic clusters (K = 6) were detected with STRUCTURE (Figures 14a and 15): 

( 1) four northern G samples (G1-G4); (2) G5; (3) ail remaining G samples (G6-GI3); (4) 

N I , SI and Ml ; (5) V and 0 samples including M2 and M3 ; and (6) El (see Table 6 for 

membersh ip probabilities to each cluster). 
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a) Including MarS (K = 6) b) Excluding MarS (K = 3) 
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Figure 14 : Summary plots of the 604 Mya arenaria individual coefficients of membership 

to each inferred cluster obtained with the STRUCTURE software perfonned 

with a) six c1usters (K = 6) and ail seven loci (c1usters 1 to 6 in Table 6) and 

with b) three c1usters (K = 3) and six microsatellite markers (ail but Mar5). 

Shade colors within each plot represent distinct c1usters. Sites are labeled as in 

Table 2 while letters and numbers in c1uster name boxes refer to membership 

probabi lities in Table 6. 
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Figure 15 : Assessment of the most probable number of clusters (K) explaining the genetic 

structure of Mya arenaria individuals (N = 604) from 22 sampI es genotyped 

with se ven microsatellite loci as detected with the LlK graphical method 

developed by Evanno et al. (2005). a) Mean (± SD ; N = 4) posterior probability 

data ; b) Mean rate (± SD; N = 4) of change of the likelihood distribution ; c) 
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most probable number of c1usters (K = 6) explaining the genetic structure in the 

dataset. 
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Isolation by distance 

Pairwise e ST (1 - e STyl and mean pairwise D EST values obta ined between the 20 

CTNA samples showed a signiftcant positive correlation with distance Cr2 = 0.463 and r2s = 
0.567 respectively, both P < 0.0001) (F igure 16ab). The same results were observed when 

the dataset was partitioned according to only Gand N samples (? = 0.307 , P = 0.0006 and 

,,.2 S = 0.3 03, P < 0.0001 respectively) (F igu re 16cd) and only S, M and V samp les (r2 = 
0.686, P = 0.0011 and r2s = 0.716, P < 0.0001 respective ly) (F igure 16ef). 

Barriers io gene jlow 

The implementation of Mo nmonier 's algorithm from the Delaunay triangulated 

connectivity network built with BARRlER v.2.2 showed that most probable barrier to gene 

flow was detected around the G5 sample (F igure 17a), while the second , third and fourth 

most probable barriers isolated the three southernmost samples, i.e. M3 , Vl and V2 (Figure 

17bcd) . Finally, the fifth barrier to gene flow iso lated the four northernmost GSL samp les 

(G I-G4) (F igure 17e). 

Positive selection 

Removal of the Mar5 locus from the analyses revealed its strong influence on the 

genet ic population structure of M arenaria in the CTNA. The clustering analys is carried 

out with STRUCTURE without Mar 5 genotypes resulted in only three genetic clusters (K = 

3) instead of six (Table 6, F igures 14b and 18). In this scenario, the NI , SI and Ml samples 

were c lustered with G I-G4 in the northern Gulf of St. Lawrence, the G5 sample was 

clustered with G6-G 13 in the southern Gulf of St. Lawrence while the sample E l was 

clustered with M2-M3, VI -V2 and 01. 
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Figure 16 : Isolation by distance analyses performed with and without Mar5 according to 

pairwise 8 ST(1 - 8 ST;-1 (Rousset 1997) and DEST (Jost 2008) for three groups of 

samples: (1) G, N, S, M and V samples (N = 20) ; (2) Gand N samples (N = 
14) ; and (3) S, M and V samples (N = 6). Significant differences between 

slopes are marked with the underlined inscription « SIG » presented with the 

associated P -value. 
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F igure 17 : Delaunay triangulated connectivity network of the 20 CTNA samples with 

Voronoi tessalations built with the BARRIER v.2.2 software. Grey lines 

represent the five most probable barri ers to gene fl ow (decreas ing probab ility 

from A to E) as detected with Monmonier' s maximum diffe rence algorithm 

from pairwise genetic distances (Nei 1978). 
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Figure 18 : Assessment of the most probable number of clusters (K) explaining the genetic 

structure of Mya arenaria individuals (N :::: 604) from 22 samples genotyped 

with six microsatellite loci (ail but Mar5) as detected with the LlK graphical 

method developed by Evanno et al. (2005). A) Mean (±SD ; N :::: 4) posterior 

probability of data; b) Mean rate (±SD ; N :::: 4) of change of the likelihood 

distribution; c) Mean (±SD ; N:::: 4) absolute values of the second order rate of 

change of the likelihood distribution; d) LlK. Arrows point to the greatest value 

of LlK and the most probable number of clusters (K :::: 3) explaining the genetic 

structure in the dataset. 
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Furthermore, the pairwise e ST ana lys is performed without Mar5 revealed that only 

133 pairwise tests out of 23 1 (57.6%) were significantly different (Table 7) compared to 

161 (69.7%) when Mar5 was in cluded (Tab le 5). A proportion of 41.9% of altered 

s ignificant differences caused by the removal of Mar5 occurred between northern and 

southern G samples. Exclusion of Mar5 genotypes also sign ificantly reduced the influence 

of distance on the iso lation of samples in the northern CTNA (Paired t test, t m =. 3.17, P < 

0.002) (F igure 16c) whi le it s ignificantly increased in the who le CTNA range (Pa ired t test, 

t 376 =. 2.99, P < 0.005 ) (F igure 16a). Although genet ic distance as a function of geographic 

distance increased in the so uthern range without Mar5 (F igure 16e), s lopes were not 

significantly different (Paired i test, 126 =. 0.39, P > 0.50). All e ti c distr ibuti on fOï Mar5 

showed a dominance of the 182 bp a ll ele in the northern part of th e G ecoregion (G I -G4) 

and in the N ecoregion (NI) and a dominance of the 170 bp a ll ele in the so uthern part of the 

G ecoregion (G5 -G 13) (F igure 19). The frequencies of these a ile les were more evenly 

di stributed in the remaining sampled s ites. 

DISCUSSION 

Spatial genetic structure 

Regardless of which statistical approach was used and contrary to previous studi es 

(Caporale et al. 1997, Lasota et al. , 2004, Strasser and Barber 2009), the use of 

polymorphie microsatellite markers in this study clearly showed the existence of six 

spatially distinct genetic clusters of M arenaria subpopulations, five of which were 

situated exc\usively w ithin the Co Id Temperate Northwest Atlantic (CTNA) province 

(Figure 14a). Results show a much greater genetic structu ring of M arenaria than what 

was previously reported in the CTNA for other marine biva lve species, such as the Arctic 

surfc\am Mactromeris polynyma (Cassista & Hart 2007) or to a lesser extent Placopecten 

magellanicus (Kenchington et a l. 2006). Clusters detected with the STR UCTURE software 

will hereafter be named (1) Northern OSL (01-04), (2) Magdalen Archipe lago (05), (3) 

Southern GSL (G6-G13), (4) Lower Atlantic Canada (NI, SI and Ml), (5) US Coasts (M2-
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a) Northern Gulf of St. Lawrence 

G1 G2 G3 

b) Southern Gulf of St. Lawrence 

G5 G7 G13 

c) American Atlantic Coast 

M2 M3 V2 

• AIIele 170bp AIIele 182bp 

Figure 19: Relative frequencies of the 182 (light gray) and 170 bp (black) Mar 5 alleles 

found in three random sampling sites of the a) Northern GSL, b) Southern GSL 

/ Magdalen Archipelago, and c) US Coasts clusters. Relative frequencies of 

remaining Mar5 alleles are represented by the other incrementing gray colors. 
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M3, VI-V2 and 01), and (6) Northern Europe (El). The validity of these c lusters was 

independently supported by pairwise eST (Table 5) and landscape genetic analyses (Figure 

17). 

Genetic relevance of marine ecoregions 

The geographical patterns of the abovementioned genetic clusters are not 

synonymous with those delimiting biogeographic marine ecoregions (Spalding et al. 2007) 

g iven the fact that the Lower Atlantic Canada and US Coasts clusters each coyer three 

di stinct ecoregions (Figure 11) . Another important discrepancy was observed at the level of 

the G ecoregion which is comprised of three distinct genetic clusters: No rthern GSL, 

Southern GSL and Magdalen Archipelago. Similar conclusions of discrepancies between 

genetic structure and marine ecoregions could be made with other mollusc species li ke, for 

example, the brooding gastropod Littorina saxatilis (Panova et al. 201 1). However, our 

results are in agreement with the biodiversity assemblages described for thi s ecoregion 

which follow the same geographi cal patterns as described above, especially for the northern 

and southern regions of G (Chabot et al. 2007, DFO 2009, Archambault et al. 2010). 

Since the difference between age classes (see Material and Methods) and the marine 

ecoregion classifications were both ruled out as potential factors explaining the genetic 

variation in our dataset, four other major factors can be invoked to explain the genetic 

population differentiation of M arenaria settlements in the CTNA. These are enumerated 

here in what seems to be the most likely chronological order of their historical impact on 

the current state of population structure: (1) northward post-glacia l expansion range, (2) 

differentiation of sampling sites due to the geographical distance, (3) marine landscaping 

limiting Oï facilitating laïval dispersal and gene flow between settlements, and (4) variable 

se lection pressures and subsequent maintenance of spatially distinct genotypes potentially 

due to environmental heterogeneity within the study area. 
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Post-glacial expansion range 

One could argue that the sample showing the highest number of private alleles (Y2) 

should be considered older th an the others and thus a source population from which 

neighbouring settlements likely originated through a source-sink post-glacial colonization 

scenario (Maggs et al. 2008, Yuilleumier et al. 2010). ln these scenarios, geographic 

regions characterized with relatively high allelic richness are associated with ancient glacial 

refugia where surviving populations were maintained outside of the ice sheet coyer areas 

(Maggs et al. 2008, Kenchington et al. 2009). Since Y2 also represents the most southerly 

site included in the US Coasts cluster, the colonization was probably achi eved 

incrementally in a northward fashion following the disappearance of the Laurentide ice 

sheet present over Atlantic Canada and most of the northern United States during the end of 

the Pleistocene (Dyke & Prest 1987). This would explain the observed northward 

latitudinal decrease of allelic richness (Fig. 3) and suggest a southern refugia during the 

Last Glacial Maximum, which is also in agreement with preliminary identification reports 

suggesting the relative absence of M arenaria shells in Holocene shell deposits along the 

north shore of the St. Lawrence estuary (Bernatchez et al. 1999, A. Martel, pers comm). A 

northward expansion trend was also observed in other marine organisms (Wares & 

Cunningham 2001, Young et al. 2002, Zuccarello & West 2003, Baker et al. 2008; 

Kenchington et al. 2009, Santos et al. 2012). However, the opposite southward trend was 

observed for both the ocean quahog Arctica islandica (Dahlgren et al. 2000) and the cockle 

Cerastoderma edule (Krakau et al. 2012) suggesting a rather northern refugia for these 

species during the Last Glacial Maximum. 

Since results suggest that the northern distribution of M arenaria was the most 

recently colonized, one could find it surprising to observe up to four distinct genetic 

clusters in Atlantic Canada alone. However, it seems that the Gulf of St. Lawrence region 

was characterized by the presence of local ice caps around 18 000 years ago which may 

have contributed to M arenaria invading different locations at separate occasions (Dyke & 

Prest 1987). Additionally, when the candidate marker to positive selection Mar5 is 
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exc luded fro m analyses, only two genetic clusters remain , The extent at which M arenaria 

populat ions are structured at neutral markers in the northwestern Atlantic is thus similar to 

that of other marine bivalves that readi Iy expanded in the northern Atlantic du ring the « 

Late Glacial Maximum» (e.g. Santos et al. 2012). 

Sea-surface currents that modulated lat'val dispersal dur ing this geo logical 

phenomenon differed from those prevailing today (Paul & Shtifer-Neth 2003, Kenchington 

et al. 2009) and might then have been favourable to a northward range expansion for M 

arenaria. However, a southward direction of post-glacial co lonization was suggested fo r A. 

islandica despite ev idence fo r dispersal occurring predominantly from the western Atl antic 

to the eastern Atlanti c (Dahlgren et al. 2000). One should thus be careful when so lely using 

contemporary current patterns to explain the population structure of broadcast-spawning 

bivalves and should attribute a great importance to the colonization hi story of the spec ies 

through geo logical time (Wares 2002). ln this context, contemporary currents are rather 

assoc iated as important barriers to gene fl ow, useful in explaining how the genetic integrity 

of clusters is maintained across generati ons. 

Isolation by distance 

Geographie distance between M arenaria samples influences the degree of genetic 

differentiation at various spatial scales, including both northern and southern ranges of the 

CTNA as weil as the CTNA as a who le (Figure 16). Distance separating the S, M and V 

samples explains between 69 and 72% of the genetic variation (F igure 16ef). This strong 

iso lation along the US Coasts cluster is most likely responsible fo r driving the iso lation 

observed in the CTNA. Interestingly, the US Coasts is the only cluster found within a very 

wide geographica! range of approximately 1450 km (di stance bervVeen M2 and V2, Figure 

Il ) and includes both M and V ecoregions. An increas ing southward cline in membership 

probabilities (diffe rence of 53%) to the cluster is however clearly observed between 

samples at both geographical extremes of the c1uster, i.e . M2 and V2 (Table 6) which also 
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show significantly different allelic frequencies (Pairwise e ST = 0.0173 ; P = 0.0002) (Table 

5). 

These patterns of isolation by distance imply that gene flow between the more 

geographically separated samples of the US Coasts cluster was accomplished incrementally 

over several generations through accumulated cblonization events. Such results are also 

consistent with a mean dispersal range of 35 km for M arenaria larvae (as reviewed by 

Shanks 2009) and the observed barri ers to gene f10w (Figure 17). The 01 sample is closely 

related to ail other US Coasts samples (Table 5, Figure 14a) despite the significant distance 

separating them, which is consistent with the fact that clams were introduced onto the 

western American coast sometime during the last 150-400 years from Northwestern 

Atlantic stocks (Powers et al. 2006, Strasser and Barber 2009). 

On the other hand, the northern part of the CTNA sampling range (G and N 

ecoregions) was scattered across a smaller area with a maximal geographical distance of 

approximately 1100 km between Gl and G12 (Figure Il). Despite being smaller, this area 

is comprised of two genetic clusters when the potentially selected Mar5 is not considered 

(Figure 14b) and up to four clusters wh en it is indeed considered (Figure 14a). Distance 

between settlements was significantly correlated with transformed pairwise e ST values but 

only explains between 30 and 31 % of the genetic variation (Figure 16cd). This implies that 

the M arenaria population structure in northern CTNA and in the G ecoregion is more 

genetically heterogeneous than in the south. Clustering of the more northerly samples 

should thus be the consequence of differential spatial distribution of a smaller number of 

alleles (relatively to southern CTNA) maintained by both selective effects and possibly 

lower rates of gene flow between settlements (Figure I7ae). 

Both pairwise e ST and DEST statistics produced similar results as dependent variables 

for isolation by distance analyses (Figure 16). As expected, pairwise D EST values were 

greater th an pairwise e ST values (Table 5). Even if e ST is usually considered valuable to 

infer population genetic structure, it can underestimate population differentiation due to the 
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high mutation rate associated with highly polymorphic microsatellite loci which tend to 

increase heterozygos ities and lower e ST vaiues (Hedrick 2005 , Jost 2008). However, 

structure patterns based on the 95% confidence intervals of the pairwise D EST distribution 

was more conservati ve than those observed using the pairwise e ST approach (Table 5) (see 

Table 2 in Schunter et al. 2011 for similar findings). This may be due to the fact that D EST is 

not a statistic meant to test for the null hypothesis of no significant differentiation between 

two samples, rather representing an actual relative measure of genetic differentiation 

between two samples independent from Nei 's (1978) gene diversity statistics. 

Barriers 10 gene flow 

Three out of the five most probable barri ers to gene flow detected from Monmonier 's 

algorithm (F igure 17bcd) were observed between samples included in the US Coasts 

cluster, suggesting that gene flow between settlements in southern CTNA most likely 

follows a linear stepping-stone model (Kimura & Weiss 1964). A break in surface currents 

around Cape Cod, Massachusetts (e.g. Wares 2002, Strasser and Barber 2009) is likely to 

explain the presence of Barrier B. Site-dependent physical factors such as major sea-surface 

or local currents, coastal topography and the presence of density fronts impeding water 

masses from mixing can significantly modulate gene flow by shaping dispersal pathways 

and allowing or prohibiting the transport of larvae from one site to another. A good 

example is the coastal sea surface current that primarily flows southward from the Grand 

Banks of Newfoundland to Cape Hatteras, North Carolina, where it is cut off by the Gulf 

Stream (e.g. Pietrafesa et al. 1994, Shearman and Lentz 2010). These south ward currents 

may have contributed to the historical maintenance of some of the more southerly clam 

settlements and may also have limited the historical northward spread of the species (Wares 

2002) . 

In our datas et, V2 had the highest number of private alleles and the highest mean 

allelic richness based on 10 genotyped individuals (Table 2, Figures 13 and 17c). The area 

covered by the Chesapeake Bay is semi-sheltered from ail other US Coasts settlements 
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which could explain the presence of Barrier C favourabl e to larval retention processes and 

the fixation of rare alleles arising from mutations (Slatkin 1985). 

In the vicinity of the 0 ecoregion, the barriers to gene flow shaping the Northern 

OSL, Magdalen Archipelago and Southern OSL clusters are not as straightforward as 

predicted above for US Coasts, mainly because of the more complex landscape and 

physical characteristics of the Oulf of St. Lawrence estuarine system. Surface water 

circulation in the St. Lawrence Estuary (SLE) is mainly characterized by an outflow of 

fresh St. Lawrence River water along the southern shore which generates the Oaspe CUITent 

(Sheng 200 l , Oan et al. 2004). While a small pali of the latter runs into the Magdalen 

Shallows, a more important volume is flushed directly into the Atlantic Ocean through the 

Cabot Strait following the Laurentian Channel (Sheng 2001, Oan et al. 2004), partly 

explaining the presence of Banier E (Figure 17e). Limited gene flow occurring between 

northern and southern 0 settlements is thus more likely to be achieved in a southward 

fashion as most water being transported into the SLE is situated very deep below the zone 

where primary production is optimal and where developing larvae th rive (i.e. photic zone). 

Terrestrial boundaries and barriers (e.g. Newfoundland , Prince Edward Island , Nova 

Scotia) also limit gene flow between most of the Canadian and American settlements. 

Several samples included in the Southern OSL cluster were sampled in enclosed bays and 

lagoons protected by prominent sand dunes or terrestrial peninsulas with restricted (e.g. 

07-09) and semi-restricted openings (e.g. 06 and 010-Gl1) to the open sea. These might 

significantly diminish the ability of pelagic larvae to travel across clusters . Barrier effects to 

gene flow can often be caused by the presence of fjords (e.g. Suneetha and Naevdal 200 1, 

Skold et al. 2003) . However, M arenaria individuals sampled in the Saguenay Fjord (01) 

were not different from those sampled in the neighbouring estuary (02-04). This lack of 

differentiation was also observed for other species, including bottom fishes and crustaceans 

analyzed with microsatellite and allozyme loci (Sevigny et al. 2009). lnterestingly, the 

Magdalen Archipelago sample (05) was significantly differentiated from ail samples 

included in the Southern OSL cluster and represent the most significant barrier to gene flow 



78 

in the ana lyzed dataset (F igure 17a). However, G5 is c lustered with the rest of the southern 

GSL cl uster when Mar5 is not taken into account, which suggests that diffe renti ation ofthis 

cluster is due to se lection ra ther than geographica l seclusion. 

Positive selection 

Exc lus ion of Mar5 genotypes from analyses c1early shows the influence of thi s locus 

on the genet ic structuring of M arenaria settlements th roughout the CTNA. This is 

especia ll y true for the clustering ana lys is that fuses the Magdalen Archipe lago and 

Southern GSL clusters and fuses the Lower Atlanti c Canada and Northern GSL c1 usters 

(F igure 14b). Removal of Mar5 also resulted in 28 fewer signi fica nt pa irwise e ST tests, 

mostly between northern and so uthern GSL samples (Table 7). Mar5 also infl uenced 

iso lat ion by distance whi ch significantly decreased in the Gand N ecoregions (although 

stili significantly di ffe rent) (F igure 16c) but significantly increased in the CTNA as a who le 

(F igure 16a). While the latter shows the importance of geographical iso lation in the 

southern range of the CTNA (see above), the fo rmer suggests that selective effects may 

potentially be responsible fo r a portion of the genetic di ffe rent iation of northern 

sett lements. 

Region-specific a llelic di stributions show that the 182 bp a lle le dominated in the 

Northern GSL cluster while the 170 bp aile le dominated in both Magdalen Archipe lago and 

Southern GSL c1usters (F igure ] 9). The major di screpancy between both group locations is 

the sea surface temperature (SST) . Summer SST within the GSL ecoregion averages 8-

12°C in the St. Lawrence Estuary (Vézina et al. 1995) and over 25°C in the shallow bays 

and lagoons of the southern GSL (Lachance et al. 2008). Strong salinity gradi ents in the G 

ecoregion are also present since the SLE represents one of the largest di scharge of fresh 

water in the world (Dai & Trenberth 2002) . 

D iffe rentiation orig inating from environmenta l variables caus ing se lection can 

sometimes be detected if microsatellites or other presumably neutral loc i are linked to the 
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locus on which selection is acting (e.g. Larsson et al. 2007, Westgaard & Fevolden 2007). 

Allelic diversity in several species of marine invertebrates has been shown to covary with 

environmental factors, including latitudinal SST gradients (e.g. Elderkin & Klerks 2001, 

Kenchington et al. 2006), salinity gradients (e.g. Michinina & Rebordinos 1997, Camilli et 

al. 2001) and even levels of intertidal desiccation Ce.g. Schmidt et al. 2000, Schmidt & 

Rand 2001). 

The environmental factors described above are likely to intluence larval and juvenile 

clams during two critical periods. The first of these periods is during their pelagic larval 

development, i.e. immediately before reaching competency. Lutz & Jablonski (1978) 

showed that size at metamorphosis of developing M arenaria pediveligers in the water 

column was inversely correlated with water temperature, most likely due to high 

metabolism rates at higher temperatures. The second critical period of development 

susceptible of being intluenced by selective processes is during the competency period 

which inc1udes habitat exploration, delayed metamorphosis, settlement and other various 

post-settlement events. For example, several studies investigating the role of selection in 

the recruitment processes of the acorn barnacle (Semibalanus balanoides) found that 

survival rates of different genotypes were contingent upon the habitat encountered in the 

few days immediately following settlement (Schmidt et al. 2000, Schmidt & Rand 2001, 

Drouin et al. 2002, Schmidt et al. 2008). Larvae should have optimal survival rates at their 

birth location, whereas incoming larvae from broodstock adapted to a different set of 

environmental conditions are likely to be at a disadvantage, following a resident 

preemption dynamic (Vuilleumier et al. 2010). These selection processes can lead to the 

isolation of favoured genotypes and increase population structuring. 

CONCLUSION 

This study showed the presence of six spatially defined genetic clusters of M 

arenaria settlements across seven distinct marine ecoregions. Selection processes and 

geographical barriers to gene tlow are suggested to play a more important role in the 
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northern range of the CTNA whereas geographical distance mainly dictates the intensity of 

genetic differentiation in the southern range of the CTNA. It is thus important to consider 

both processes (selection and gene flow) together with the post-glacial colonization history 

when examining the genetic structure of M arenaria. The examination of multi-Iocus 

patterns of genetic variation at large geographical scales carried out in this study will 

prov ide an interesting framework for future smaller-scale connectivity and recruitment 

studies. 
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CHAPITRE 3 

MOLECULAR TOOLS TO TRACKLARVAL ONTOGENY OF APARTIALLY 

SPAWNING MARINE BIVALVE: WHAT CAN WE LEARN ABOUT 

RECRUITMENT? 

Ce troisième article, intitulé « Molecular tools ta track larval ontogeny of a partially 

spawning marine bivalve: what can we learn about recruitment? », fut corédigé par moi-

même et les professeurs Réjean Tremblay (ISMER-UQAR) et Jean-Marie Sévigny (MPO-

IMLIISMER-UQAR). Il sera prochainement soumis pour publication aux éditeurs de la 

revue Ecology. En tant que premier auteur, ma contribution à ce travail fut de fournir l' idée 

originale, l'essentiel de la recherche sur l'état de l' art, le développement de la méthode, 

l' exécution des tests de performance et la rédaction de l' article. Les professeurs Réjean 

Tremblay et Jean-Marie Sévigny, respectivement deuxième et troisième auteurs, ont 

également contribué au développement de l'idée originale et ont aidé à la révision de 

l' article . Une version préliminaire de cet article a été présentée sous forme de 

communication scientifique à la conférence 10th Larval Biology Symposium à Berkeley, 

CA (États-Unis) en juillet 2012 ainsi que sous forme d 'affiche scientifique Jors de J'école 

spécialisée en évolution de l'Université de Sao Paulo, SP (Brésil) nommée Sao Paulo 

School of Advanced Sciences - Evolution à Ilhabela, SP (Brésil) en août 2012 et de la 

Réunion annuelle du réseau Ressources Aquatiques du Québec en septembre 2012 à 

l'Aquarium de Québec, Qc. (Canada). 



82 

3.1 R ÉSUMÉ 

Pour la première fo is, la diversité génétique au cours de l'ontogenèse fut est imée 

chez un bivalve marin effectuant des pontes partielles en utili sant des marqueurs 

microsate llites. No us émettons ici l' hypothèse que les populations du pondeur partiel Mya 

arenaria peuvent engendrer un groupe fina l de recrues génétiquement similaire à leur 

popu lation mère en produisant séquenti ell ement plusieurs groupes de larves génétiquement 

distincts au cours d'un même cyc le de reproduction. Ce phénomène pourrait alors annuler 

les effets de la théorie éco log ique bien documentée de la « Loterie du Succès 

Reproducteur » (SRS) et exp liquer l'absence de différenciation génétique temprelle antre 

classes d'âge préalablement rapportée pour cette espèce. Les larves et les post-larves furent 

suivies et recueillies pendant 13 semaines consécutives lors d ' un cycle complet de 

reprod uction. Chaque individu échantillonné (n = 2 18) a été identifi é se lon son stade 

ontogénique Ueunes vé ligères, vieill e vé li gère, post-larves), génotypé chez sept loc i 

microsate llites et comparé avec des groupes références d 'adultes (n = 270) . Alors que la 

statistique e ST globale indiquait une structure génétique significative, les va leurs des e ST 

par pa ire d'échantillons n'était pas statist iquement différentes de zéro. De plus, aucune 

diminution dans les indices de diversité génétique n'a été détectée dans les échanti ll ons de 

larves et de post- larves comparativement aux adultes. Bien que de tels résultats suggèrent 

normalement l' absence de SRS, un examen plus approfondi du niveau de parenté au sein et 

entre les échantill ons larvai res et post-larvaires a plutôt démontré le contraire. Les individus 

appartenant au premier échantillon de jeunes véligères CE 1) et aux deux derniers 

échantillons post-l arvaires (P8 et PlO) ont démontré un niveau d 'agrégation fami li ale plus 

élevé que prévu par le hasard avec cinq relations de même fratrie et 49 relations de demi-

fratrie . L'échantillon El éta it également plus apparenté que prédit par le hasard à plus de 

80% des autres échantillons, suggérant que cet échantillon fut celui qui a contribué le plus 

au succès de recrutement. Cette étude est la première qui démontre des preuves directes de 

rétention larvaire et d'agrégation fam ili ale chez un bivalve mari n et souligne l' importance 

d'util iser conjointement les statistiques de différenciation et de parenté génétique. 
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A BSTRACT 

For the first time, genetic diversity throughout larval ontogeny was estimated in a 

partially spawning marine bivalve using microsatellite markers in order to shed light on the 

mechanisms regulating recruitment. It is postulated here that breeding populations of the 

partial broadcast-spawner Mya arenaria can produce recruits that are genetically similar to 

the su rrounding adult population by bringing into being several distinct pools of larvae 

spawned seq uentiall y over the entire reproduction cycle. This phenomenon cou Id therefore 

exp lain the lack of temporal genetic differentiation among year classes previous ly observed 

in this species. Larvae and post-larvae were thus monitored and collected over 13 

consecuti ve weeks during an entire reproductive cycle. Each sampled individual (n = 2 18) 

was separated according to its level of ontogeny (early veligers, late veligers, post-Iarvae) 

and then genotyped at se ven microsatellite loci to compare with adult reference samples (n 

= 270). While the global eST indicated significant structure, pairwise eST values did not 

reveal any difference between samples. In addition, no reduction in gene diversity was 

detected in larval and post-larval samples relatively to adults. Although such results would 

normally suggest the absence of SRS, the level of relatedness within and among larval and 

post-larval samples exposed overwhelming evidence for temporal variation in reproductive 

success. Individuals belonging to the first sample of early veligers (El) and the last two 

samples of post-larvae (P8 and PlO) were found to be more kin-aggregated than randomly 

expected with E l showing five full-sib and 49 half-sib dyads. The E l sample was also 

found to be more related th an randomly expected to more than 80% of aIl other samples, 

suggesting it was the most successful sample to survive recruitment. This study is the first 

to show direct ev idence for larval retention and kin-aggregation in a marine bivalve and 

underlines the importance of using both differentiation and re!atedness statistics in the 

evaluation of fine-scale genetic structure and recruitment processes . 



85 

INTRODUCTION 

Understanding the mechanisms regulating recruitment of broadcast-spawning marine 

benthic invertebrate populations has posed a difficult challenge to ecologists for many 

years, mostly because of the difficulty associated with the smallmicroscopic size of larvae. 

As more technological advances are made (Hauser & Seeb 2008), one of the most 

promising avenues to tackle such eco logical issues lies in the use of molecular tools 

(Selkoe et al. 2006, Hedgecock et al. 2007a, Hedgecock 2010). While these tools have been 

classically used in large-scale genetic population studies, relatively fewer studies have been 

carried out at smaller geographical and temporal scales. 

A large number of studies have reported the presence of fine-scale genetic structure 

within large-scale homogenous clusters, mostly owing to temporal genetic heterogeneity 

among recruits of different year-classes (e.g. Johnson & Black 1982, 1984, David et al. 

1997b, Varela et al. 2009). These findings are consistent with the basic principles ofa well-

documented ecological theory called Sweepstakes Reproductive Success (hereafter SRS) 

(Hedgecock 1982, 1994, Hedgecock & Pudovkin 20 Il). The SRS theory hypothesizes that 

long-lived marine animais producing large numbers of offspring have extremely large 

variances in individual reproductive success leading to the appearance of "chaotic" patterns 

of genetic patchiness among annual cohorts of recruits. Successful individuals surviving 

recruitment are thus suggested to be issued from a small fraction of the total adult breeding 

population that randomly or actively matched their reproductive activity with . optimal 

oceanographic conditions allowing for gonad development until release, survival ofpelagic 

larvae and proper larval development from birth to recruitment (Li & Hedgecock 1998, 

Hedgecock et al. 2007ab, Hedgecock & Pudovkin 2011). 

In a recent literature review, Hedgecock & Pudovkin (2011) suggested SRS to be the 

main factor driving the genetic patterns of recruitment for highly fecund and long-lived 

marine organisms. However, several studi es involving benthic organisms came to 

contradictive conclusions by showing no or very low genetic differentiation between annual 

cohorts of recruits originating from the same location (e.g. Flowers et al. 2002, Cassista & 
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Hart 2007, Calderon et al. 2009, Taris et al. 2009, Domingues et al. 2011 , St-Onge et al. 

20 13). Although these contradictive results may be caused by numerous factors , notabl e 

differences in spawning and gamete release strategies adopted among benthic marine 

invertebrates may be playing an important role. 

Strategies of gamete release can usually be assessed by monitoring gonad masses or 

by hi sto logy (e.g. Brousseau 1978b, 1987, Roseberry et al. 1991 , Himmelman et al. 2008, 

Cardoso et al. 2009, Enriquez-Diaz et al. 2009). For example a Massive Synchronized 

Spawning (MSS) event corresponds to when breeders in a population synchronously release 

entire gonadic contents. Many authors have argued that MSS should be the most commonly 

encountered strategy in externally fertilizing and broadcast-spawning marine invertebrates 

to increase the probability of fertilization success hindered by rapid di ffusion rates and 

limited life span of gametes in the water column (Levitan 1995, Levitan & Petersen 1995, 

Morgan 1995, Yund 2000, Himmelman et al. 2008, Mercier & Hamel 2010). However, 

such obstacles to fertilization can be overcome if individuals spawn in dense aggregated 

patches or in very large populations (Levitan 1995, Levitan & Young 1995 , Marshall 2002, 

Gaudette et al. 2006), thus resulting in a wide array of gamete release strategies that de pend 

less on gamete concentration and that vary among species, locations, habitats and 

environmental conditions (e.g. Lauzon-Guay & Scheibling 2007, Cardoso et al. 2009, 

Simon & Levitan 20 II). 

One of these derived strategies is the Partial Synchronized Spawning (PSS) strategy, 

corresponding to the synchronous release of only a fraction of the gonadic contents. PSS 

events are repeated throughout the reproductive cycle until gonads are completely depleted, 

redeveloped or resorbed (e.g. Barber et al. 2005 , Cardoso et al. 2009). Some species are 

mostly characterized as PSS strategists (e.g. Cledon et al. 2004, Barber et a!. 2005, Cardoso 

et al. 2009) which suggests that in some cases, PSS should represent a val id strategy to 

ensure recruitment success. Other temperate species can adopt both PSS and MSS 

strategies depending on the age of the individuals or environmental conditions, as observed 

in giant scallops Placopecten magellanicus (Langton et al. 1987, Cyr et al. 2007), bay 
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scallop Argapecten irradians irradians (Bricelj & Krause 1992), the blue mussel Mytdus 

edulis (Myrand et al. 2000) or the Pacific giant oyster Crassastrea gigas (Belthelin et al. 

2001, Royer et al. 2008, Enriquez-Diaz et al. 2009, Cardoso et al. 2013). 

In a previous study, no evidence for temporal · genetic structure or SRS was found 

among different year classes in two separate and genetically distinct Mya arenaria 

populations (St-Onge et al. 2013), a partially spawning species of marine bivalve with a 

long planktotrophic development phase (e.g. Coe & Turner 1938, Ropes & Stickney 1965, 

Cardoso et al. 2009, Shanks 2009). These results lead to the hypothesis that the PSS 

strategy might be responsible for limiting the genetic differentiation of annual recruits. We 

suggest answering this question by using molecular tools such as highly microsatellite 

markers to study the evolution of genetic diversity and relatedness as weil as the existence 

of genetic patchiness throughout larval ontogeny until the final stages of the recruitment 

process. This approach would also allow us to better understand which temporal 

components are likely to modulate recruitment success. Up until now, these kinds of studies 

were scarce in the literature, mostly due to the difficulties associated with developing 

polymorphic genetic markers, extracting DNA from single microscopic larvae and correctly 

identifying individuals to the species level based only on morphological features of early 

ontogenic stages. But recent technological advances have now rendered this kind of 

approach much more feasible (Larsen et al. 2005, 2007, Hauser & Seeb 2008, Zhan et al. 

2008ab). 

In this study, we therefore postulate that br~eding populations of partial broadcast-

spawners su ch as the endobenthic marine bivalve Mya arenaria can produce genetically 

similar recruits to that of the surrounding adult population by bringing into being several 

distinct pools of larvae spawned over a long period of time that cancel out potential effects 

of SRS. The specific objectives will be to use a population genetic approach to assess 

whether we can observe the presence of genetic patchiness and evidence of SRS among ail 

stages of the M arenaria life cycle by (1) testing for genetic differentiation among larval 

and post-Iarval cohorts comparatively to adult samples, (2) testing for reductions of genetic 
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diversi ty thro ugh larva l ontogeny from spawning to adulthood, (3) assess wh ether larval 

poo ls of si milar or differing leve ls of ontogeny are signi fi cantly ki n-aggregated, inter-

related and suggestive of larval retenti on, (4) infer sibship inside ail sampled pools of 

individuals, and fi nally, (5) evaluate the tempora l variance of the number of breeders (Nb) 

responsible for producing indiv iduals sampled throughout the spawning season. 

3. 2.4 M ETHODS 

Sampling procedures 

This study was carried out in th e summer of 201 0 inside the Bouctouche Bay 

(Southern GulfofSt. Lawrence, Canada; 046°3 1'N , 064°41 ' W) she ltered by a 12 km sand 

dune acting as a potenti al barrier to larval di spersal (F igure 20). The sampling site was 

located near the protrusion of the sand dune from the mainland at the edge of a 100 m-w ide 

and 0.24%-sloped intertidal sandflat where res ides a large and extensive ly harvested natural 

settlement of M arenaria individuals (LeBlanc & Miron 2006). Thi s site is part of the 

larger Southern Gulf of St. Lawrence (SGSL) M arenaria genetic c1uster described in St-

Onge et al. (20 13) . 

Spawning of M arenaria was monitored over a period of 13 consecutive weeks fro m 

8 May to 27 l uly 2010 (Table 8) by calculating the gonado-somatic index (GSI) (F igure 21) 

modified in % fro m Roseberry et al. (1 991 ). Larvae were sampled weekly from the water 

co lumn at flood tide with a modified 12V bilge pump (36 L / min) and a series of meshed 

sieves (74, 200 and 405 ~lm) for a peri od of 10 consecutive weeks from 8 May to 7 l uly 

201 0 (Table 8). The bilge pump was fully submerged below the water surface in 

approximate ly 60 cm of water and constantl y kept in an up-and-down motion across the 

entire water co lumn to eliminate any potentia l bias of verticallarval pos ition "(e,g, Corell et 

al. 201 2, Miller & Morgan 2013) . Malte l et al. (1994) demonstrated that this type of bilge 

pump does not cause any physica l damage to bivalve larvae. Sampling was al ways carr ied 

out dur ing flood tides and total vo lume of pumped seawater varied between 50 and 2 16 L 

per week (Table 8). Temperature and salinity was recorded w ith a Handheld 
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Multiparameter YSI probe (YSI Inc, Yellow Springs, Ohio, USA) during ail samplings. 

The « First Spawning Event » (FSE) was confirmed by the GSI and the arrivai of bivalve 

veligers on 19 May 2010 (Tab le 8). 

50N-i-''-'-'t''---Î-

I..._.f-'--+---+....-:...r i \, 

1 \. . " 

·--i-\,~: 

45N---.........y-

Smnpling 
site 

Figure 20 : Map showing a part of North America and Atlantic Canada with a c1ose-up on 

the northern part of the Northumberland Strait where the Mya arenaria 

sampling site of Bouctouche Bay, New Brunswick (Gu lf of St. Lawrence, 

Canada, 046°31 'N, 064°41 'W) is located. 
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Figure 21 : Gonado-somatic index (GSI) mod ified in % [rom Roseberry et al. (1991) and 

calculated [rom adult Mya arenaria specimens co llected over 13 consecutive 

weeks fro m 8 May to 27 July 2010 in Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf 

of St. Lawrence, Canada, 046°31 'N, 064°4 1 ' W) . Ticks on the x-axis represent 

the number of weeks elapsed since the « First Spawning Event» (FSE) on 19 

May 2010. Sample sizes of each data point are presented in Table 8 with 

spec imens sampled at 0 and 1 week post-FSE poo led together to obtain a 

vari at ion estimate. 



Earl)' veligers (E) , Late veligers (L) : Post-lal'"ae (P) : Adults (A) 
Week « 160 ~1Dl) (> 160 JillI) 

post-FSE Date (2010) Vws(L) Tfe) S (ppt) : NE Np! Nf.J. NE Np! NIA À'E NIA 
-2 2 May - 8 May 50 13.5 24 .0 0 ·0 ---
-1 9May-I5!\1ay 50 11.9 24.9 0 0 

FSE (0) 16 May - 22 May 144 14.3 24 .9 5 1 0 0 
1 23 May - 29 i\iay 216 15.1 24.4 58 47 25 1 
2 30 May - 5 June 216 15.1 25 .6 38 35 24 2 
3 6 June-1 2 June 144 14.1 24.8 7 0 32 
4 13 June - 19 June 2 16 18.9 24.1 2 0 75 
5 20 June - 26 June * 22.3 23 .7 9 8 8 3 
6 27June-3July 216 17.7 24.2 2 0 38 
7 4 July - 10 July 216 28 .5 25 .3 0 0 
8 11 Juil' - 17 JuIl' 24.3 25.2 
9 18 July-24 Juil' 
10 25 JuI)' - 31 Juil' 

*Data not available due to pump malfunrtion 
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Mater ia l retained on each 200 and 74~lm s ieves was respecti ve ly washed with 250mL 

of 74-~m tiltered seawater into clean sampling bottles then kept on ice in a dark container. 

Botties were brought back to the laboratory the sa me day for the screening of M arenaria 

vel igers (Loosanoff et a l. 1966, Aucoin et a l. 2004) under a foca l stereomicroscope 

(Olympus America Inc, Center Valley, Pennsylvania, USA). Larvae were individually 

captured using a 200 ~L mi crop ipette, transferred into a small ethanol-filled via l (> 95%) 

and stored at 4°C until she ll length measurement at a magn ification of 100X with a 

microscope O lympus BX4l (Olympus America, Center Valley, Pennsylvania, USA) 

co upl ed to an image analyzer system (CoolSnap Procolor and Image-Pro Plus v.5.0; Media 

Cybernetics, S ilver Spring, Maryland, USA) and DNA extraction. A thresho ld of 160 ~m 

was chosen to separate larvae into two ontogen ic larva l stages, i.e. either as early « 160 

~m of she ll length) or late (> 160 ~lm of she ll length) ve ligers. 

Since M arenaria pedi ve li gers were first observed in larval samples three weeks 

post-FSE (6 June 2010), post-larval sampling was initiated on Il June 20 10 and repeated at 

five , eight and 10 weeks post-FSE (Table 8). Each sampling was carried out during low tide 

and consisted of randomly co llecti ng fo ur 100 cm3 replicates of surface sediment (top 1 

cm) across the high intertidal level us ing a round sampling plate (11.5 cm diameter) and a 

small trowel. Sed iment samples were brought back to the laboratory and individually 

resuspended into a supersatu rated so lution of sucrose (> 1 kg/L of sucrose in distilled 

water) to separate M arenaria post-larvae from the sediment by density gradient (LeB lanc 

& Miron 2006, Landry & Miron 20 Il) . Once sediment had resettled to the bottom, the top 

fraction of the so lution conta ining floating post-larvae was s ieved and r insed using a 200 

~m mesh. Post-larvae were then visually identifi ed to the species leve l (Loosanoff et a l. 

1966, Aucoin et al. 2004) under the focal stereomicroscope, measured and individua lly 

iso lated into ethano l- fi lied via ls (95%) for DNA extract ion. 
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Molecular procedures 

In total, DNA extraction was performed on 386 specimens of all levels of ontogeny 

(Table 8). Vials were first centrifuged at 10 OOOg for five minutes after which ex cess 

ethanol was removed with a micropipette. Any remaining ethanol was evaporated with a 

Speed-Vac (Thermo Fisher Scientific lnc., Waltham, Massachusetts, USA) for 45 minutes 

at 33°C. A volume of 30 J.!L of LoTEPA Iysis buffer (Zhan et al. 2008a) was then added 

into each vial along with 5 J.!L of OB Protease (Omega Bio-Tech Inc .. Norcross, Georgia, 

USA) and subjected to a 55°C heat bath for 60 minutes to allow proteolysis and DNA 

release. After a quick centrifuge spin, whole contents were transferred into a c1ean 0.5 mL 

tube and placed at 96°C for 20 minutes to inactivate enzymes. Two drops of sterile mineraI 

oil were added to each tube prior to the last step to prevent evaporation. Bottom fraction 

was then transferred into a c1ean 0.5 mL container and conserved at 4°C until genetic 

identification and microsatellite genotyping. 

Species identification for each of the 272 sampled veligers was validated genetically 

bya single step nested multiplex PCR (SSNM-PCR) assay (Figure 22) (Larsen et al. 2005, 

2007). The procedure involved the simultaneous use of a pair of universally targeted 

bivalve l8S rRNA gene primers (Uni J304F and Uni 1670R) as well as an additional 18S 

rRNA targeted oligonucleotide primer (Mya 1754R) specific to the Myoidae superfami ly 

and located extemally to the region amplified by both universal primers. Amplification was 

carried out in a total volume of Il.5 J.!L containing 0.43 J.!M of each Uni 1304F and Mya 

1754R primers, 0.03 J.!M of Uni 1670R primer, 0.11 mM of each dNTPs (Roche Ltd. , Basel, 

Basel-Stadt, Switzerland), 1.3 mM MgCh (Roche Ltd.), 100 ng of DNA and 0.5 U of 

Expand High Fidelity Enzyme Mix (0.32 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1.6mM KCI , 0.016mM 

dithiothreitol (DTT), 0.0016mM EDTA, 0.008% Nonidet P40 (v/v), 0.008% Tween 20 

(v/v) and 0.8% glycerol (v/v)) (Roche Ltd.) using a Mastercyc1er® EP Thermal cycler 

(Eppendorf, Hamburg, Hamburg, Germany). Positive controls were comprised of DNA 

originating from a known M arenaria adult while negative controls had DNA substituted 

for PCR water. Cycling conditions were set at (i) 95°C for 180s, followed by 30 cycles of 
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(ii) 94°C for 30s, (iii) 57°C for 30s and (iv) 72°C for 60s and finally ending with a single 

extension cycle of (v) 72°C for 420s. Amplification products were visualised by loading 10 

/-lL of PCR products onto a 2.5% agarose gel incorporated with a GelRed™ (Biotium lnc. , 

Hayward, Califomia, USA) intercalating nucleic acid stain and charged at IOOV for 90 

minutes. Only samples showing both 367 and 455 bp fragments were identified as true M 

arenaria individuals and were kept for microsatellite genotyping, amounting to 218 out of 

272 larvae (80.1 %) (Table 8). 

Figure 22: Example of a species identification gel carried out to genetically validate bivalve 

larvae collected in samples with a single step nested multiplex PCR as say that 

included the universally targeted bivalve 18S rRNA gene primers of varying 

specles. 

Seven microsatellite loci (MarI, Mar3, Mar4, Mar5, Mar6, Mar7 and Mar8) were 

amplified in each larval (n = 218) and post-Iarval (n = 114) individual using the same 

procedure and reagents reported in Barker et al. (2011). Since larvae had less tissue 

available for DNA extraction, larval DNA was less abundant and of lower quality than 

post-Iarval DNA. Each microsatellite locus issued from larval DNA was thus amplified into 
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its own separate PCR reaction to optimize primer efficiency and allele scoring. Amplified 

fragments were analyzed by capillary electrophoresis on an ABI 3130 genetic analyzer 

using a Genescan LlZ1200 size standard (Applied Biosystems Inc., Foster City, California, 

USA). Ali individuals for which at least one marker failed to show amplified fragments 

were genotyped a second time. This procedure also allowed for the validation of data 

obtained at ail remaining loci (100% success rate). Raw allelic scores were assessed with 

the GENEMAPPER software (Applied BioSystems Inc.) (Chatterji & Pachter 2006) and 

final allele identity for ail genotypes was obtained from the same allele intervals used in 

Barker et al. (2011) and St-Onge et al. (2013). 

Statistical analyses 

Individuals showing more than 28.5% of loci coverage were kept for ail following 

genetic analyses. The final dataset was composed from 12 temporal samples taken at four 

distinct ontogenic stages of M arenaria: (i) three early veliger samples collected at one, 

two and five weeks post-FSE (respectively El, E2 and ES); (ii) three late veliger samples 

collected at three, four and six weeks post-FSE (respectively L3, L4 and L6); (iii) four post-

larval samples collected at three, five, eight and 10 weeks post-FSE (respectively P3 , P5 , 

P8 and PlO); and (iv) two adult reference samples analyzed in a prior study (St-Onge et al. 

2013), i.e. one representing the main sampling site of Bouctouche (hereafter A) and another 

one representing the SGSL genetic cluster. Sample size and mean shell length of each 

sample are presented in Table 9 and Figure 23, respectively. 

Genetic characterization of samples 

The quality of genotypic data (periodicity of markers, probability of null aile les, 

stuttering patterns and large allele dropouts at each locus of each larval cohort) was 

evaluated with MICROCHECKER v.2.2.3. (Van Oosterhout et al. 2004). Number of 

detected alleles, allelic richness, linkage disequilibrium between pairs of loci and 

conformance to Hardy-Weinberg equilibrium were ail assessed with FSTAT v.2.9 .3 
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(Goudet 200 1). Nominal level for both linkage disequilibrium and Hardy-Weinberg 

equilibrium eval uated at each combination of locus and sample was set at 5% and 

Bonferonni-adjusted to 0.24% after 420 permutations and to 0.06% after 1680 

randomisations respectively. Another procedure was performed with 1000 allele 

randomisations within samples to test for loci-specific and global Hardy-Weinberg 

equilibrium (a = 0.05). Private alleles were summarized with CONVERT v.l.31 (Glaubitz 

2004), while observed and expected heterozygosity values (Nei 1978) were determined 

with GENETIX vA.05 (Belkhir et al. 1996). 

Temporal genetic structure 

The presence of significant temporal genetic structure among M arenaria larval 

pools samp led at different times during ontogeny was tested using two statist ical 

approaches: (i) e ST statistic (Weir & Cockerham 1984), an unbiased estimate of F ST 

calculated fro m multi-Iocus allelic frequencies; and (ii) D EST statistic (1ost 2008), an 

estimator of actual differentiation accounting for the use of highly polymorphic 

microsate llite markers. Overall sample differentiation was first assessed with an exact G-

test (Goudet et al. 1996) with FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2001) using the global multi-Iocus 

e ST statistic (Weil' & Cockerham 1984). The same software was used to calculate pairwise 

e ST values (Weir & Cockerham 1984) among ail 12 samples with significance level for 

multiple comparisons adjusted to 0.08% after 1320 permutations. The SMOGD online 

software (Crawford 2010) was then used with 500 bootstrap resamplings to calculate mean 

pairwise D EST values (1ost 2008) which were then averaged across ail loci to obtain a multi-

locus estimate of relative sample differentiation . Confidence intervals (95%) were obtained 

from averaging the mean variances of ail individual loci (Sokal & Rohlf 1995) with outlier 

values considered as significantly different. 
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Figure 23 : Mean she ll length of sampled groups of Mya arenaria larvae and post-larvae in 

Bouctouche Bay, New Brunswick (Gulf of St. Lawrence, Canada, 46°3 1 'N, 

64°41'W) according to each respective leve l ofontogeny (E = early ve ligers, L 

= late veligers, and P = post-larval recruits) and time of capture s ince the « First 

Spawning Event» (FSE) on 19 May 2010. 

Genetic diversity 

Gene diversity statistics pertaining to each sample such as the mean within-loc i 

allelic richness (MWlAR), Nei's (1978) observed heterozygos ity (Ho) and non-biased 

expected heterozygos ity (NBHE) were compared to those from the two ad ult reference 

samples (A and SGSL) taken from St-Onge et al. (2013). A one-way ANOVA followed by 
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a Tukey multiple comparison test (a = 0.05) were carried out with SYSTAT 12 v.12 .02.00 

(SYSTA T Software rnc.) to assess whether MwLAR varied significantly among cohorts. 

Within- and among-sample relatedness 

The relatedness coefficient Rxy calculated between two individuals X and Y 

represents the proportion of homologous aile les identical by descent and commonly shared 

by both individuals as a result of their level of kinship (Falconer & Mackay 1996). 

Although a number of relatedness estimators using multi-locus genotypic data have been 

developed (Lynch 1988, Queller & Goodnight 1989, Li et al. 1993, Ritland 1996, Lynch & 

Ritland 1999, Wang 2002, 2007, Milligan 2003), none of them can be considered as 

universally su peri or to others with overall performance rather modulated by the type of 

markers used, the actual relatedness in the studied population and the mating characteristics 

of the studied species (Van de Casteele et al. 2001, Wang 2007,2011). 

The first step carried out in COANCESTRY was therefore to simulate data by using a 

file of known allelic frequencies present in the SGSL genetic cluster (St-Onge et al. 2013) . 

In total , 600 fictitious pairs of individuals (hereafter dyads) with known levels of kinship 

(Falconer & Mackay 1996) susceptible of being encountered in the M arenaria population 

under study were created : (1) 100 full-sibling dyads (true Rxy = 0.500); (2) 100 half-sibling 

dyads (0.250); (3) 100 double first cousin dyads (0.250); (4) 100 first cousin dyads (0.125) ; 

(5) 100 second cousin dyads (0.013) and (6) 100 unrelated dyads (0.000) . True Rxy values 

were th en compared with Rxy estimates obtained from seven relatedness estimators by 

calculating for each estimator both the bias and the residual mean-squared error (RMSE) as 

described in Wang (2007) (Table 10). Values from ail moment estimators were truncated 

from 0 to 1 to allow proper comparisons with maximum-likelihood estimators. 

Results showed that the triadic maximum-likelihood method (hereafter TrioML) 

(Wang 2007) gave the most consistent estimates through ail possible levels of kinship, 

generating the lowest bias and RMSE values for four out of six levels of kinship (Table 10). 
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Although the Ritland (1996) estimator generated the lowest bias and RMSE values for both 

unrelated and second cousin dyads, it severely overestimated relatedness for hi gher related 

dyads such as half-sibs and full-sibs (Table 10). Therefore, TrioML (Wang 2007) was the 

chosen to estimate relatedness with the empirical dataset. 

Individual pairwise relatedness coefficients (JpRxr) were thus calculated with the 

TrioML relatedness estimator (Wang 2007) as implemented in COANCESTRY v.1.0 .1.2 

(Wang 2011) between ail 253 individuals (253 X 252 X 0.5 = 31878 values). The observed 

difference in mean individual pairwise relatedness (t1MIPRxr) was calculated between a first 

group of dyads (pa irs of individuals) issued from the tested combination of samples (n = x) 

(see parantheses values in Table Il) and a second group containing ail remaining dyads (n 

= 31878 - x) . For each comparison, the distribution of t1MIPRxr was assessed following 

1000 random dyad reshufflings respective of sample size, missing data and genotyping 

error frequencies proper to each locus. Combined individuals were considered significantly 

more kin-aggregated (within-sample) or significantly more related to each other (among-

sample) than randomly expected whenever 95% of values of the t1MIPRxy distribution were 

lower th an the observed value of 6.MIPRxr. 

Sibship assignment 

A maximum-likelihood sibship assignment procedure using multi-Iocus genotype 

data (Wang & Santure 2009) was carried out as implemented in COLONY v.2 .0.2.2 (Jones 

& Wang 2010a). This analysis infers sibship by assuming that aIl individuals present within 

each sample are offspring issued from unknown sets of unrelated candidate mothers and 

Temporal variance in reproductive success 

The number of breeders (Nb) statistic gives an estimate of the actual number of 

adults responsible for producing ail larvae in a given sample. Because samples were 

comprised of individuals belonging to the same age-group and issued from a single 
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Tab le 10 : Re lat ive performance (bias and residual mean-squared error) of seven di fferent 

relatedness estimators for six variable levels of kinship and true re lated ness 

(Rxy) : (1) mixed dyads ; (2) unrelated dyads ; (3) second cousin dyads ; (4) first 

cousin dyads ; (5) half-siblings and double first cousin dyads ; and (6) full-

siblings. The best estimator at each variable is highlighted in bold font for each 

levelofkinship. 

MixedDyads Unrelated Second Cousins 

Rela tedness estimator (Rn = 0,257) (Rxy = 0,000) (Rxy = 0,031) 
Bias RLvISE: Bias R..MSE : Bias RMSE 

TrioML (Wang 2007) 0.015 0.148 0.047 0.094 0.065 0.143 
Wang (Wang 2002) 0.234 0.280 0.24 7 0.283 0.276 0.319 
LynchLi (Lynch 1988; Li et al. j993) 0.304 0.338 0.3 16 0.350 0.362 0.389 
LynchRd (Lynch & Rit/and 1999) 0. 125 0.217 0.152 0.188 0.159 0.202 
Ritland (Riiland 1996) -0.140 0.22 1 0.018 0.026 -0.006 0.026 
QuellerGt (Queller & Good11ight 1989) : 0.272 0.3 12 0.285 0.317 0.325 0.355 
DvadML (Uilli"an2003i 0.064 0. 175 0.066 0. 131 0.093 0.177 

First Cousins Ha If-Siblings Full-Siblings 
Double cousins 

(Rn = 0.125) (Rn = 0,250) (fuT = 0,500) 
Bias RMSE: Bias RNISE : Bias RNISE 

TrioML (Wang 2007) 0.019 0.144 -0.022 0.167 ' <0.001 0.158 
'Vang (Wmtg 2002) 0.246 0.294 0.2 13 0.260 0.209 0.255 
LynchLi (Lynch 1988, Li et al. 1993) 0.3 13 0.349 0.285 0.3 19 0.262 0.295 
Ly nchRd fLynch & Rit/and 1999) 0. 13 5 0 .225 0.081 0.210 0.1 45 0.261 
Ritland (Rit/and 1996) -0.078 0.140 -0. 190 0.224 -0.395 0.415 
QuellerGt (Queller & Goodnigltt 1989) : 0.284 0.33 1 0.251 0.292 0.239 0.279 
DyadML rMiliigan2003) 0.060 0 .174 0.042 0.190 0.080 0.182 
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Tab le II : Mean w ithi n-samp le (d iagonal) and among-samp le (above diagonal) individual 

pairwîse relatedness coefficients (IPRxy) calcu lated with the COANCESTRY 

v. l.0 .1.2. software (Wang 2011) between each combinati on of Mya arenaria 

larval and post-larval samples înc luding the Bouctouche Bay (A) adul t reference 

sample. N umber of dyads (n) used for the ca l c~.d at i on of each mean is included 

in parantheses be low each mean in italic font. Sample pa irings containing 

significantly more re lated indîviduals than randomly expected are presented in 

bold fo nt with aste risks (> 95%*, > 97.5%**, > 99%***). 

El El E5 L3 L4 L6 P3 P5 P8 PlO ~ 
0. 124*** 0.099*** 0.07S 0.099 *** 0.082 *** 0.095*** 0.097*** 0.082*** 0.105*** 0.092 *** 0.074 El 

(300) (600) (200) (275) (900 ) (500) (6 75) (6 75) (5 75) (425) (875) 
0.058 0.06 1 0.079 0.059 O.OSl*' 0.072 0.055 o.on 0.077 0.053 E2 
(276) (192) (264) (864) (480) (648) (648) (552) (408) (840) 

0.062 0.062 0.047 0.057 0.074 0.037 0.049 0.049 0.044 ES 
(28) (88) (288) (160) (2/6) (2/6) (/84) (/36) (280) 

0.073 0.058 0.093*** 0.067 0.047 0.OS5** 0.082 0.061 L3 
(55) (396) (220) (297) (297) (253) (/87) (385) 

0.068 0.07 3 0.059 0.059 0.05 1 0.065 0.057 L4 
(630) (720) (972) (972) (828) (6/2) (/260) 

0.086 0.076* 0.069 0.Oï5 0.085*** 0.062 L 6 
(/90) (540) (540) (460) (340) (700) 

0.065 0.050 0.066 0.069 0.049 P3 
(35/) (729) (62/) (459) (945) 

0.058 0.066 0.060 0.050 P5 
(35/) (621) (459) (945) 

0.084 ** 0.074 0.054 P8 
(253) (39l) (805) 

0.OS6* 0.060 PlO 
(136) (595) 

0.040 ~ 
(595) 

breeding cycle and/or spawn1l1g season, Nb was calculated by estimating the effect ive 

population size (Ne ) statistic obtained from each sample (Hare et al. 20 11 ). This was 

achieved using a maxim um- like lihood sibship ass ignment method assuming random mating 

(Wang 2009, Wang & Santure 2009) as implemented in the software COLONY v.2 .0.2.2 

(Jones & Wang 20 10a). 
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RESULTS 

Genetic characteristics of samples 

Homozygote excess and thus evidence for null alleles was found in only 9 out of 84 

(10.7%) combinations of loci and samples as determined with MICROCHECKER (Van 

Oosterhout et al. 2004), including four in Mari (El, L4, P5 and SGSL), three in Mar8 (El, 

E2 and ES) and one for each Mar4 and Mar6 (both E2). Homozygote excess was found in 3 

out of 7 markers (Mari, Mar4 and Mar8) when ail 12 samples were pooled. Although 

stuttering at the Mar4 locus may have caused scoring errors wh en samples were pooled, 

there was no evidence of technical problems associated with stuttering patterns or large 

allele dropouts when data was partitioned accordingly to each sample. Each locus was also 

considered to be statistically independent as no pair of loci was found to be significantly 

linked to each other with P-values ranging between 0.029 (Mar5 and Mar 7) and 0.952 

(Mar3 and Mar4). Genotypic data was considered acceptable for further genetic analyses of 

cohort structure as these markers were shown to behave similarly in another study (St-Onge 

et al. 2013). 

Genetic variability was found across ail seven loci and 12 samples with a mean allelic 

richness of 4.8 based on a minimum sample of 4 diploid individuals (see Mar8 in the 

sample ES, Table 12) as weil as high mean observed and expected heterozygosity values of 

0.73 and 0.79 respectively. When calculated across ail 12 samples (Table 12), total number 

of alleles varied between eight (Mar6) and 51 (Mar4) , total allelic richness (n = 4) ranged 

from 2.53 (Mar6) to 6.19 (Mar4) , while observed and expected within-sample 

heterozygosity values varied from 0.48 (Mar6) to 0.83 (Mar 1 and Mar3) and from 0.51 

(Mar6) to 0.91 (Mari and Mar8) , respectively. When calculated across ail seven loci 

(Tab le 9), mean within-Ioci allelic richness (n = 4) was the lowest in the L3 sample (4.26) 

and the highest in the E2 sample (5.06). Observed heterozygosity ranged from 0.66 (L3) to 

0.79 (P5) while expected heterozygosity varied between 0.73 (L3) and 0.82 (E2) . 
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Significant departure from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) based on the w ithin -

sample inbreedi ng coeffic ient (FIs) was oni y observed in one out of 84 combi nations of 

locus and sample (Mari at SGSL) (Table 12) . G loba l statistics calcu lated over a il loci and 

samples also revealed a sign ificant depaltu re fro m HWE (global FIs = 0.041 , P < 0.001). In 

total, three loci -specifie dev iati ons from H WE were observed (Mari , P < 0.00 1; Mar4, P < 

0.00 1; and Mar8, P < 0.004) (Table 13) while none was revea led when FIS were calcul ated 

across loci (Table 9). In total, 49 private a lle les (PA) were observed in the dataset of 12 

samp les (Table 9). Of those, 23 (46.9%) were fo und exc lus ively w ithin the SGSL adu lt 

reference sample, representing a PA: n ratio of 1: 10. Seven other private a ll e les (14.3%; 

1:3.5) were exclusive to the E2 sample wh il e anûther five ( 10.2%; 1 :5) were exc lusively 

fo und in the E l sample. 

Temporal genetic structure 

Although the globa l multi-locus e ST stati stic (Weir & Cockerham 1984) indicated 

significant genet ic structure (global e ST = 0.003; P = 0.00 1), the pairwise eST procedure did 

not reveal ev idence of significantly d ifferent a lle li c freq uenc ies among any of the 55 

possible sample pairi ngs (Tab le 14) . Mean pairw ise D EST values (Jost 2008) across ai l loci 

and samples amounted to 0.025 whi ch is more th an 8-fo ld hi gher than the g lobal eST value 

of 0.003 . In tota l, six sample pairings showed higher pairwise D EST values th an the upper 

li mit of the 95% confi dence interval of 0.084, w ith three for each E5, L3 and P5 samples 

(Table 14). 

Genetic diversity 

Gene diversity statistics (MWIAR, Ho and NBHE) showed li tt le evidence of red uced 

genetic variation in larval COhOlts, as values were s imilar to both A and SGSL samples 

(Tab le 9). Mean w ithin-loci a ll elic richness (MWIAR) based on fo ur dip loid ind iv iduals did 

not vary s ignificantly amongst samples (FII ,n = 0.141 ; P = 0.999) . None of the T ukey 

pa irwise comparisons of MwIA R in vo lving both A and SGSL was s igni ficant (mean P-value 
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Table 12 : Mean within-sample (diagona l) and among-samp le (above diagonal) individual 

pairwise re latedness coefficients (IPRxy) calculated with the COANCESTRY 

v. 1.0.1.2. software (Wang 20 Il) between each combination of Mya arenaria 

larval and post-Iarval samples including the Bouctouche Bay (A) adult reference 

sample. Number of dyads (n) used for the calculation of each mean is included 

in parantheses below each mean in italic font. Sample pairings containing 

significantly more related individuals than randoml y expected are presented in 

bold font with asterisks (> 95%*, > 97.5%**, > 99%***). 

i\.ficros.atel1ite markers 
Mad Afad Mad ;\tIad Mar6 Afar; .HarS 

E1- Early v elig ers (1 week pod-FSE) - 25 May 201'0) 
}/ 10 16 19 22 24 22 8 
NJ 11 12 13 5 4 9 11 
" :' \Ip -J 1 1 2 
.4.R 6.11 5.80 5.1 5 3.18 2.5ï 4.31 6.70 
Ho 0.60 0.88 0 .7 9 0.82 0.71 0.68 0.63 

:,--sHE 0.92 0.91 0.8':- 0.65 057 0.78 0.95 
F IS 03 6 0.03 0.0 7 -0 .28 -0.26 0.13 036 

E2 - Early veligers (2 weeks post-FSE - 31 May 2010) 
N 14 19 19 ~~ ... ~ 22 22 9 
~\j~ 14 15 14 9 7 11 8 J 

.\lp.~ 1 2 3 1 
AR 6.58 5.7 5 5.74 3.78 3.19 4.88 5.54 
Ho 0.93 0.89 0.68 0.70 0.4 1 0.86 0.56 

.1'3H'E 0.94 0 .. 89 0 .89 a T ) . J "- 0.60 0.83 0.89 
F IS 0.02 -0 .01 0 . .24 0.03 033 -0.04 0.39 

ES - Early nligers (5 weeks post-FSE - 24 June 2010) 
~V 5 8 7 8 8 8 4 

J'lA 7 6 8 3 3 7 6 
J.\lp.J 1 
AR 5.98 4.25 5.62 2.86 2.96 4.80 6 . .00 
Ho 1.00 0.7 5 0.57 0.88 0.50 0. 75 0.50 

ys.'fE 0.91 0.78 0.89 0.63 0.70 0.80 0.93 
F i S -0.11 0.05 038 -0.44 030 0.0 7 0.50 

L3 - Late y·elige,rs (3 "eeks post-FSE - 5 JUlle 2010) 
N 7 10 10 11 9 10 6 
" JV.,j 6 8 9 6 3 6 6 

Np .• 1 1 
AR 4.91 531 5.19 3.56 2.15 4.08 4.65 
Ho 0 .71 0.90 0. 70 0.45 033 0.70 0.83 

.~.3HE 0.85 0.88 0.85 0.63 03 1 0.76 0.80 
FiS 0. 17 -0 .03 0. 18 0.29 -0 .09 0.09 -0 .04 
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Table 12 : continued 

i\1ic rosa tellite ma rkers 
Mad M ad Mar4 Ma6 Mar6 Mari MarS 

L3 - Late, veligers (3 "eeks. post-FSE - 5 June 2010) , , 
iv 7 10 10 11 9 10 6 
NJ 6 S 9 6 3 6 6 
}/P.4 
AR 49 1 53 1 5.1 9 3.56 2.1 5 4.08 4.65 
Ho 0.7 1 0.90 0. 70 0.45 0.33 0.70 0.83 

::EHE 0.8 5 0.88 0.85 0.63 03 1 0.76 0.80 
Fr; 1""\ 1 ~ -0.03 0. 18 0_29 -0.09 0.09 -0.0-+ V., l i 

L-t - Late HJigers (4 weeks, post-FSE -14 June 2 010) 
N 20 34 33 34 36 33 24 

.~"'~ J 10 10 10 4 4 10 11 
;\/P.J 1 
AR 6.05 -+ .67 6.7:5 3 ~2] 2.64 4.8 1 5.40 
Ho 0_65 0. 82 0.88 0.53 053 0 .. 82 0.88 

.YEHE 0.91 0.83 0:95 0.-64 05 1 0.80 0.8 7 
FIS 0.19 0.00 0.07 0. 18 -0.03 -0.02 -0 .00 

L6 - Late velig,ers (6 wee.ks. po,st-FSE - 29 June 2010) 
J.\t 8 18 15 19 17 19 11 

,\rJ 16 13 27 '9 4 14 17 
;V?. 1 
A.R 6.33 'i y} _ o_kk 53 1 2.75 2.63 4.68 6. 17 
H':} 1.00 0.83 0 .'67 0 . .58 0.35 0.7 9 0.9 1 

.""r"EHE. 0.93 0.87 0.86 055 0.48 0.82 0.9 2 
FIS -0.08 0.ü4 0.23 -0.0 6 0.16 0.03 0.02 

P3 - Post-larne. (3 weeks po,st-FSE -Il June, 2010) 
}\f 25 'l, 

L ' 27 ,-
L I 26 27 23 , , 

. 1\,,;1 14 9 18 5 4 12 11 
IV?.j 

A.R 6.2 1 4.8 1 5 . .24 3.02 2.86 4.30 550 
Ho 0.84 0.78 0.70 {UO 0.69 0.81 0.74 

."''3Hz 0.93 0.83 0.83 0 .63 0.60 0.7 6 0 .88 
Frs 0.09 0.06 0. 15 -0.1 2 -0.16 -0.08 0 .1 6 
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Table 12 : continued 

:\licrosatellite Illarkers 
Mad Mad Mad Mad 1"Iar6 lHar7 MarS 

P5 - Post-larvae (5 weeks post-FSE) - 24 JWle 20l0) 
.~l rr 25 "l-

"- 1 n 27 27 19 
" :\'.·1 15 9 " "- J 6 4 12 16 

1.V~F.J. 1 1 
AR 6.08 4.80 6.91 2 .89 2.66 4.74 6. 14 
Ho 0 .73 0 .84 LOO 0.70 0.56 0 .78 0 .89 

.vsHz 0.91 0 .84 0.96 0.60 0. 55 0 .82 0.92 
F Is 0.21 0.00 -0 .05 -0.18 -0 .01 0.05 0.03 

P8 - Post-Jarne (8 weeks post-FSE -15 July 2010) 
J",.' 17 l- n 21 "lÎ .. ~ 21 14 
\ ' 13 11 18 5 ~ 11 11 .' .J ~ 

l\lp.1 1 1 1 
AR 6.0 9 5.34 6.00 __ 77 2. 17 ·U5 5.7 6 
i-r. ..... 0 0. 82 on 0.82 0.43 0 .45 0.6 7 0.86 

.vzHz. 0.92 0 .87 0.90 0.54 0 .51 0.7 4 0.89 
r 0.11 0.1 1 0.1 0 0.2 1 0 .12 0.10 0.04 ... MIS 

PlO - Post-Iat"vae (10 wee.ks post-FSE - 2.8 JulyZOHl) 
, ' il( 12 15 17 16 16 16 12 

N , 9 10 17 6 4 10 12 
~'l? , 1 1 
AR 558 5.2 1 5.83 3 .18 2.45 5.04 6.24 
H.o 0.83 0 .93 0.82 0.63 0.38 0 .. 81 1.00 

.',.Hz 0 .. 89 0 .86 0.89 0 .66 0 5 0 0.85 0.93 
F i; 0:07 -0.08 0.07 0.05 0 .26 0.05 -0 .08 

Adults - Bouctouclle sampIe (St-Onge et al. 2013) 
~ , ., 35 35 35 35 3: 35 35 

.:\r~l 17 10 'r .J ~ 6 4 13 19 
... ~r?jl 1 
AR 6 .24 5.01 6.97 3.08 2. 16 4.89 6.18 
Ho 0 . .9 7 0 .77 0 . .94 0.5 7 0.40 0.77 0.9 1 

.YsHz 0 :93 0 .86 0.96 0.62 0 .38 0.83 0 . .92 
F iS -'0.05 0.10 0.0 2 0 .08 -0.07 0.0 7 0 .0 1 

AcJiult!> - SGSL ge.netic c1uste.r (St-Ouge et al. 2013) 
N 235 235 234 234 235 235 23 5 
l'l" Î ~ 

k :J 19 44 16 :5 19 29 
N?J 4 3 4 6 1 2 3 
AR 5.89 4 .99 6.18 3.24 2.41 5.04 5.95 
n n o 0.83 0.83 0 .90 0.63 0.45 0.83 0 .87 

.',.Hz 0.90 0 .84 0 .90 0 .64 0.45 0.84 0.91 
F,-s 0.08* 0 .01 0.0 1 0.0 1 0.01 0.02 0.04 

};=nUDlber of ,ample, ; A:' = nUDlber ·of allde, detêCted; ;\'9:< = nUDlDer of private 
allel~, detêCted; AR = allehc richue •• bas,ed on 4 diplo-id indÏ\-lduals ; H~ = Nei' s 
(19 7 S) ob, ervd. het'èrozygo, ity; sJh = N ei' li (197 S) non-bras ed ~'Xpected 
het'èroZ)'go,ity; FIS = inbreeding coefficient 
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Table 13: Global descriptive stati stics at each of seven microsatellite loc i for ail II samples 

of Mya arenaria larvae, post-Iarvae and adllits originating fro m BOllctouche 

Bay, New Brunswick (Gul f of St. Lawrence, Canada, 46°31 'N, 64°41 ' W) 

inc luding the additional adult reference sample originating from the Southern 

Gulf of St. Lawrence (SGSL) genetic cluster (St-Onge et al. 20] 3). Total 

inbreed ing coeffic ients (rFrs) showing significant deficiencies in heterozygotes 

are hi ghlighted in bold font with asterisk (after 1000 randomisati ons). 

Marl Mad j\-far4 MarS Mar6 Mar7 MarS 
All12 samples (Boucrouche Bay + SGSL) 

TN 41 0 464 465 477 477 475 400 
r:.\j, 26 26 51 21 8 24 32 
.v.\i.J. 13.33 10.39 20.44 5.94 3.89 11.1.7 13 .33 
r.VPI. 6 7 8 S 3 6 5 
rAR 6.00 5.04 6. 19 3.18 2.53 4.85 5.92 

.1f1f<;Ho 0.83 0.83 0.79' 0.64 0.48 0.77 0.80 
sEJI·<;Ho 0.04 0.02 0.04 0.04 0.04 0.02 0.05 
.vrr;HE 0.91 0.86 0.90 0.62 0.51 0.80 0.91 
sEn·<;HE 0.0 1 0.0 1 0.01 0.01 0.03 0.01 0.0 1 

rFIS 0.09* 0.02 0.05* 0.01 0.02 0.02 0.05* 
TJ\" = total samp e size; Tl\j, = total number of detected al leles; .vlv'j = mean number 
of detected alleles per samp ed site; T:VPA = total number ofprivate all e es; r.4R = 

total al lelic richness calculated acro ss all sampi es and based on a minmum samp e 
size of four diploid individuals; .vwsHo = mean within-sample observed 
heterozygosity; SEIf'SHo= standard error ofwithin-sample observed heterozygosity; 
.vrr;HE = Nei ' s mean non-biased within-sample expected heterozygosi ty; sm 'SHE= 
standard error ofwithin-sample expected heterozygosity; rFIS = total inbreeding 
cot'fficient 
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of 0.999; n = 2 1). Values for Ho and NBHE for both A and SGSL samples were genera lly 

within the range observed for alllat·val and post-Iarval samples (Table 9). 

Within- and among-sample relatedness 

As 64% of the mean pairwise relatedness coefficients (fPRxy) calculated within and 

among samples were situated between 0.06 and 0.10 (Table Il), we considered leve ls of 

kinship to be somewhere between first (Rxy = 0.125) and second cousins (Rxy = 0.031) 

(Falconer & Mackay 1996). These relatedness values have withdrawn overestimati ons of 

relatedness between 1.9 and 6.5 % using the TrioML estimator (Wang 2007) Cfab le 10). 

FUlihermore, biases of TrioML were observed to be nearly absent for half-s ibs (Rxy = 
0.250) and full-sibs (Rxy = 0.500), two levels of kinship that were observed in the ana lyzed 

dataset (see below and Table 9). Therefore, evaluations of relatedness were considered 

relativel y accurate and re levant. 

Within-sample means of IPRxy coefficients (Table Il) showed significantl y hi gher 

leve ls of kin-aggregation than randomly grouped individuals in the E l , P8 and PlO 

samp les . Among-group means of fpRxy coefficients showed that 23.6% of samples were 

more significantl y related to each other than randomly expected. E ight of these implicated 

the very first veliger larvae (El) to be produced during the spawning season which was 

shown to be significantly more related than randomly expected with more th an 80% of ail 

samples. 

Sibship assignment 

A total of six full-sib (NFS) and 406 half-sib (NHS) dyads were found across samples 

(not including SGSL) (Table 9). Ali six full-sib pairs were exclusively observed in E 

samples: five in the first early veliger (El) sample with a mean probability of 52% and one 

in the second early veliger (E2) sample with a probability of 100%. The me an percentage of 

individual pairings within a sample that share at least one parent (hereafter percentage of 
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sibship) was averaged across ail 10 larval and post-Iarval cohorts and amounted to 16.1 % 

while it amounted to 7.6% in the A sample. 

Temporal variance in reproductive success 

As the spawning season progressed, the mean number of breeders (Nb) responsible 

for producing larval samples fluctuated similarly for ail ontogenic stages (i.e. E, Land P) 

with an approximate 1.7 fold increase from the first to the second time point and a 

subsequent decrease back to near original values from the second to the third time point 

(Table 9). The time period separating samples E I-L3 , E2-L4 and E4-L5 is consistent with a 

mean pelagic larval duration of lOto 35 days for M arenaria (Shanks 2009). These 

corresponding samples showed similar mean values of Nb (Table 9). 

DISCUSSION 

Temporal genetic structure 

The main goal of this study was to provide a detailed picture of the evolution of 

genetic diversity through larval ontogeny of Mya arenaria and to use molecular tools to 

define more clearly the mechanisms modulating recruitment. Furthermore, we wanted to 

assess whether we could observe the presence of genetic patchiness within the first stages 

of its life cycle. We confirmed the presence of the « Partial Synchronized Spawning » 

(PSS) strategy for this species in this environment with the observation of many spawning 

events and sequential pools of larvae (Table 8, Figures 21 and 22). For the first time, we 

demonstrated in a bivalve species that ail larval pools issued from partial spawning were 

genetically homogeneous among themselves, throughout ontogeny and compared with the 

breeding population. A study involving three to four temporal samples of larval Pacific 

oysters (Crassostrea gigas) collected at two different sampling sites over a single spawning 

pulse (7 to Il days) showed two samples with significant genetic heterogeneity (Li & 

Hedgecock 1998). However, these individuals were not genotyped with highly 

polymorphic microsatellite markers but rather with single-strand conformational 
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po lymorph isms (SSCP) with one common haplotype dominating 53 to 85% of ail samp les. 

Another difference is that the y onl y observed larval Pacific oysters (Crassostrea gigas) 

samp les comprised of indi viduals in the ir first ontogenic stages of lat'va l deve lopment and 

not from later stages such as new settlers and late surviv ing recrui ts. 

Larval and post-larval kin-aggregation 

While one would normall y conc lude fro m these abovementioned temporal genetic 

structure results that « Sweepstakes Reproductive Suc cess » (SRS) did not govern the 

observed patte rn of recrui tment, assessments of mean pairwise relatedness both within and 

among samples have c learl y suggested otherwise. In fact, ev idence fo r variance ln 

reproductive success was fo und in the fo rm of signifi cantly kin-aggregated samples of 

larvae and post-larvae in an overwhelming 30% of samples, in addi tion to hav ing more than 

22% of samples significantl y related among each other. The observations of kin-

aggregation, high relatedness or sibship in larval and post-larval poo ls are usua ll y 

cons idered extreme cases of SRS (Hedgecock & Pudovkin 20 Il ) but has only been 

reported fo r a small number of marine organi sms, such as the hermaphroditic northern 

acorn barnacle Semibalanus balanoides (Veliz et a l. 2006), the Califo rnia sp iny lobster 

Fanulirus interruptus (Iacche i et al. 201 3) and many diffe rent species of sma ll reef fis hes 

(Jones et a l. 2005 , Se lkoe et al. 2006, Christie et al. 2010a, Horne et al. 201 3) . Our results 

are the fi rst to observe patterns of kin-aggregation ins ide larval samples of a natura l 

population of marine bivalve . 

Larvae were only observed to be kin-aggregated inside the first early ve liger samp le 

(E l ) and not in subsequent ones nor in any other late ve liger sample (Table Il). Thi s 

shoul d have resul ted from a sma ll number of precoc ious breeders in the very beginning of 

the reproductive season. These breeders are likely to have been genetica lly representative 

of the whole population as no reduction in gene diversity and no di ffe rences in a lle li c 

frequencies were observed between E l and adult reference samples. T he fac t that these 

close ly related larvae stayed c lose to one another in the water co lumn co uld be due to kin 
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recognition processes or to the presence of dispersa l kernels (S iegel et al. 2003). However, 

the numbers of breeders (Nb) estimated with the effective population size (Ne) for E l and 

a il other veliger samples do not support this hypothesis. In fact, El was shown to have a 

fa irl y similar Nb than ES, L3 and L6 (Table 9). 

Another possible explanation for the presence of larval kin-aggregation could be 

related to the increasing surface water temperature (Table 8) inducing temporal differences 

of reproductive behaviour throughout the spawning season. Such differences have already 

been described for other species of marine bivalves (e.g. Myrand et al. 2000, Cyr et al. 

2007, Enriquez-Diaz et al. 2009). For example, sea scallops Placopecten magellanicus 

sampled in 1979, 1982 and 1984 showed differential degrees of spawning synchrony due to 

annual differences in environmental conditions (Langton et al. 1987). These observations 

suggested that depending on environmental conditions, breeders seemed capable of 

ensuring reproductive success by switching back and forth between evolutionary stable 

spawning strategies, showing « Massive Synchronized Spawning » (MSS) behaviors under 

certain conditions and longer protracted spawning behaviors under other conditions 

(Langton et al. 1987, Dukeman et al. 2005). It is thus possible that a very small fraction of 

precocious breeders opted for the alternative reproductive strategy of releasing their entire 

gonadic contents in one single MSS event, eXplaining why so many full-sibs were detected 

in earlier samples but not in subsequent samples. If true, these individuals would represent 

a minority of the breeding population since the temporal assessment of gonado-somatic 

indexes (GSI) clearly indicated the presence of partial spawning over a period of six weeks 

(-1 to 5 weeks post-FSE). More studies are however needed to investigate that hypothes is. 

Larval retention 

Our results clearly suggest the presence of M arenaria larval retention in Bouctouche 

Bay. lt is also clear that the very first partial spawn that occurred at the beginning of the 

season was the most successful in contributing to recruitment. More than 80% of ail 

samples were significantly more re lated to the first batch of newl y-spawned larvae (El) 
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than randomly expected which included ail post-Iarval samples collected throughout the 

season from P3 to Pi O. Oniy P8 and PlO showed significant ieveis of within-group kin-

aggregation with mean pairwise relatedness values of approximately 0.085 compared with 

values of approx imately 0.061 for P3 and P5. This suggests that few larvae produced 

during later spawning events actually survived until the recruitment stage determined at ten 

weeks post-FSE. This conclusion is also supported by the fact that PlO post-Iarval 

individual s were twice as large as ail other post-Iarvae from P3, P5 and P8 and could not 

have been issued from recent spawns (Figure 23). 

These results conftrm the importance of the very first larval pool for shaping the local 

recruitment of thi s site in this spawning season. The optimal timeframe during which 

surviving recruits were produced was thus at the very beginning of the spawning season, 

suggesting that oceanographie conditions present during the tirst partial spawn like ly 

played an important role in the recruitment success of resulting larvae. Such conditions 

may have included an optimal surface water temperature (Table 8), favourable trophic 

conditions and the relative absence of predators or lower competition for various important 

resources. [t is also possible that the first gametes released by breeders in a spawning cycle 

are of better quality th an those released later in the course of the cycle. The overall quality 

of lipid profiles in female eggs released during the course of a single reproductive cycle 

coLild potentia lly be interesting to assess in future studies. 

In the absence of information concerning environmental variables or genetic markers 

potentially involved in selective processes, the evolution of Mar5 allelic frequencies may 

provide interesting information on the potential role of selection in the studied system. 

Mar 5 was suggested to have selective properties in a previous study with allele 182 (bp) 

being mostly associated with colder environements like northern Gulf of St. Lawrence 

(GSL) and the allele 170 being most1y associated with warmer environements like 

Bouctouche Bay or southern GSL (St-Onge et al. 2013). As expected, and similarly to both 

adult reference samples, 90% of samples showed a dominance of allele 170 which was 
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present in more than 50% of genotypes. This result shows that Mar5 genotypes did not 

seem to vary thro ughout ontogeny and that larvae resulted from already adapted breeders. 

One of the main challenges still facing marine eco log ists today is the quantification 

of larval dispersal between di screte benthic populations relativel y to larva l retention. These 

assessments are critical to improve recruitment models, increase our knowledge of marine 

popu lation eco logy and allow optimal selection of marine protected areas (Berg lund et al. 

2012). Several studi es showed compelling evidence of larval retention with a wide variety 

of multidisciplinary and indirect methods such as physical modelling of surface currents 

linked with temporal var iance in larval di stributions (e.g. Lamare 1998, Morgan et al. 2009) 

and e lemental fi ngerprinting (e.g. Becker et al. 2007). But as shown here, relatedness 

statistics between groups of larvae issued from the same reproductive cyc le represent a 

more direct method for assess ing the level of retention in a given marine system 

(Hedgecock 20 10) and are likely to be of great use to conservation biologists wishing to 

properly estab li sh marine protected areas (Palumbi 2004). 

Importance for assessing relatedness 

In a recent literature review, Hedgecock & Pudovkin (20 11 ) enumerated several 

predictions of SRS consequences on the genetic population structure of highly fecund 

marine species: (1) the ratio of effective population size (Ne) to actual number of 

individuals in the population (N) should be extremely sm ail (NeIN « 0.01); (2) number of 

breeders and individual reproductive success should be variable within and among 

spawning periods; (3) random genetic drift should occur simultaneously with single 

recruitment cyeles thus causing significant shifts in allelie frequeneies among cohorts of 

recruits sampled within a given population ; (4) genetic diversity of recruits such as allelic 

riehness should be significantly lower than in the adult population of origin; and (5) in 

extreme cases, individuals within cohorts should be significantly more related to each other 

than in groups of randomly selected individuals origi nating from the same population. 
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Only the last fo ur predictions were tested in thi s study as the actual number of 

indi vid uals in the studied population (N) was not available and would have been very 

difficult to obtain. But highly fecund marine organi sms with type III survivorship curves 

such as M arenaria (Bro usseau 1978a) typically have very low Ne:N ratios. Out of the four 

tested predictions in thi s study, the third and fOUlth predictions seem to be untrue. 

However, the fact that the percentages of sibship observed in larval and post-lat·val samples 

were higher than those observed in adults Cfable 9) still prov ides good evidence for the 

fo urth prediction. 

It seems somewhat paradoxical to have observed an absence of SRS due to temporal 

var iations in allelic frequencies when such strong temporal relatedness patterns have 

proven the oppos ite (Hauser & Carvalho 2008). However, it can also only mean that 

connectivity can be limited on ecological timescales in places where gene fl ow was 

sufficient enough to have homogenized allelic frequencies over several thousands of 

generations (Hedgecock 2010). While the vast majority of marine invertebrate studies 

reporting an absence of SRS have based their conclusions on statisti cal analyses so le ly 

focused on the level of di fferentiat ion between samples, this study warrants the impoltance 

of looking at SRS from the opposite perspective: focusing on how much samples are 

actually related to each other (Hauser & Carvalho 2008, Hedgecock 20 10). Thi s approach 

should be useful in increasing detection limits of connectivity in broadcast-spawning 

marine invertebrate populations with homogenous allelic frequencies as weil as give more 

insights on the factors responsible for recruitment. 

CONCL USION 

This is the first time that such strong evidence for larva! retention, lm·val kin -

aggregation and larval sibship has ever been reported for a natural population of a marine 

bivalve and shows how mu ch self-recruitment is important for the maintenance of marine 

invertebrate populations. Future studies are warranted to assess whether these patterns are 

consistent among years and among sampling sites. The overall lack of informat ion in the 
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ecologicalliterature regarding MSS and PSS strategies related to genetic structure also calls 

out for more empirical studies on the factors regulating their mechanisms. 
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CHAPITRE 4 

CONCLUSION 

Les résultats obtenus dans cette thèse sont en accord avec 1 ' hypothèse générale 

postulée en introduction. Il a clairement été démontré que les patrons de recrutement et de 

connectivité larvaire d'une population isolée de la mye commune (Mya arenaria) sont 

indépendants des patrons de connectivité observés à plus grande échelle. Ce constat a été 

réalisé suite à plusieurs étapes d 'étude et d 'analyse, incluant le développement d'une série 

de marqueurs microsatellites fortement polymorphes et spécifiques à M arenaria (Chapitre 

1), une analyse de la diversité génétique des populations de M arenaria issues de sept 

écorégions marines (Chapitre 2) ainsi qu ' une analyse de l'évolution temporelle de la 

diversité génétique des larves et des post-larves de M arenaria produites lors d ' un même 

cycle de reproduction dans la baie de Bouctouche, Nouveau-Brunswick (golfe du Saint-

Laurent, Canada) (Chapitre 3). 

La population de la baie de Bouctouche avec laquelle l'étude à faible échelle du 

Chapitre 3 fut réalisée appartient au groupe génétique distinct du Sud du Golfe du St-

Laurent (SGSL) pour lequel une fréquence allélique uniforme a été observée de Tabusintac 

(Nouveau-Brunswick, Canada) à Ingonish Harbour (Nouvelle-Écosse, Canada). Le flux 

gén ique entre ces sites est donc suffisant pour prévenir la différenciation génétique causée 

par la dérive aléatoire. De plus, aucune différence de fréquence allélique n'a pu être 

détectée entre trois classes d'âge échantillonnées dans le s ite du Parc National 

Kouchibouguac du Canada (SGSL), suggérant une absence de microrépartition génétique 

entre les cycles annuels de reproduction ainsi qu ' une stabilité temporelle au niveau de 

l'homogénéité génétique de la population. Les groupes de larves et de post-larves produits 

successivement dans la baie de Bouctouche au cours d ' un même cyc le de reproduction 
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n'ont également pas montré de patrons de microrépartition génétique ou de variance dans le 

succès reproducteur lorsqu ' ils furent analysés à l' aide d ' approches classiques (ex. e ST par 

paires, Ho, HE). À ce stade, ces résultats suggéraient alors que les patrons de connectivité et 

de flux génique observés à plus grande échelle étaient conservés lors du recrutement. 

To utefois, des patrons spécifiques de microrépartition génétique tels que l' agrégation 

familiale , la variance du succès reproducteur et la rétention larvaire ont clairement été 

démontrés lorsque les groupes ont été analysés au niveau de leur similarité parentale ou du 

coefficient moyen de parenté (Rxy). Ce phénomène a déjà été observé dans d ' autres études, 

notamment pour une population du poisson Stegastes partitus (Christie et al. 201 Oa) et du 

crustacé Panulirus interruptus (lacchei et al. 2013) pour lesquelles les analyses 

moléculaires de filiation ont montré un taux considérable de rétention larvaire, de 

recrutement local et de variance dans le succès reproducteur alors que les analyses de 

différenciation suggéraient plutôt le contraire. 

Tout dépendemment du système océanique à l'étude, les analyses de différenciation 

et de parenté génétique d ' un même jeu de données génotypiques peuvent arriver à des 

conclusions distinctes et indépendantes (Saenz-Agudelo et al. 2009, Christie et al. 201 Oa, 

Hedgecock 2010, Tacchei et al. 2013). Mais si l' homogénéité génétique demeure constante 

d ' une échelle à une autre, les deux approches aboutissent toutefois aux mêmes conclusions 

(Domingues et al. 2011). Certaines des études qui se sont uniquement basées sur des 

hypothèses de différenciation génétique et qui suggéraient l'absence de microrépartition des 

cohortes annuelles de recrues (e.g. Flowers et al. 2002, Cassista & Hart 2007, Calderon et 

al. 2009) auraient pu arriver à des conclusions bien différentes si elles avaient aussi tenu 

compte du niveau de similarité parentale à l' intérieur des cohortes. 

L ' essor du domaine de la génétique des populations et l'amélioration des outils 

statist iques, technologiques et moléculaires (Hauser & Seeb 2008, lacchei et al. 2013) 

induisent actuellement un changement de perceptions au niveau de plusieurs anciens 

concepts en éco logie marine (Hauser & Carvalho 2008, Shanks & Shearman 2009). Ainsi , 
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les populations d 'organismes manns étaient souvent présumées homogènes sur de très 

grandes distances en raison de leur fécondité importante et de leur potentiel de propagation 

(Hauser & Carvalho 2008) . Les résultats présentés ici soulignent une fois de plus à quel 

point les patrons génétiques du recrutement et du maintien des populations dépendent 

fortement des processus écologiques survenant à petite échelle, et ce, malgré un flux 

génique important à plus grande échelle et une fréquence allélique conservée chez les 

recrues (e.g. David et al. 1997b, Andrade & Solferini 2007, Arnaud-Haond et al. 2008, 

Piggott et al. 2008, Wei et al. 2013a) . Ces processus écologiques sont susceptibles de vari er 

de façon importante à de faibles échelles temporelles (cycles annuels) compte tenu de la 

stochasticité des conditions environnementales et des particularités dynamiques de l' océan . 

CON TRIBUTIONS ORIGINALES 

Agrégation familiale 

Cette thèse comporte plusieurs contributions originales au domaine de la connectivité 

des populations. Une des plus grandes contributions est celle d'avoir montré la présence 

d ' agrégation familiale à l'intérieur d ' un échantillon larvaire d ' un bivalve ayant une phase 

pélagique de longue durée (10 à 35 jours). Il a été démontré que les larves véligères de Mya 

arenaria échantillonnées au tout début du cycle de reproduction à un point fixe dans la 

colonne d ' eau (El) étaient plus apparentées que l' on pourrait s ' y attendre par la chance 

seulement avec une présence estimée de cinq relations de même fratrie et 49 relations de 

demi-fratrie. 

À notre connaissance, ceci constitue la première étude qui rapporte ce phénomène 

chez une espèce de bivalve marin. Ce résultat suggère que les larves produites au début 

d ' un cycle de recrutement sont issues d ' un nombre de géniteurs beaucoup plus faible que le 

nombre de géniteurs disponibles dans la population. Ce nombre de géniteurs semblait 

représenter un échantillon représentatif des populations références d ' adultes étant donné 

qu ' aucune différence de diversité génétique ni de fréquence allélique n 'ont été détecté entre 
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ces populations références et les échantillons de larves et de post-larves. Ceci indique 

également que ces larves produites de façon si multanée lors du même épisode de ponte 

peuvent se maintenir en agrégat dans la colonne d ' eau et qu 'elles sont susceptibles de 

rencontrer les mêmes conditions océanographiques (courants, température) tout au long de 

leur dérive larvaire. 

Rétention larvaire 

Les s ignatures d 'agrégati on familiale chez les larves di spara issent tempora irement au 

cours du temps suite à une production supplémentaire de larves découl ant de la ponte 

partielle. Par contre, cette signature d ' agrégation est retrouvée à nouveau chez les post-

larves une fois que le recrutement est terminé. Ceci constitue une nouveauté par rapport aux 

études réa li sées chez les inve ttébrés marins puisque Veliz et a l. (2006) ont seulement 

montré une présence d ' agrégation familiale pour des groupes de larves de Sem ibalanus 

balanoides échantillonnés à un point fixe dans la colonne d ' eau et non pour les post-larves . 

Pour leur part, lacchei et al. (20 13) ont seulement montré la présence d 'agrégation fa mili ale 

chez les recrues de Panulirus interruptus déjà établies depuis un bon nombre d 'années. 

Quoique ces deux études fournissent une quantité considérable d ' info rmations sur les 

processus parentaux impliqués durant la dérive larvaire, l'étude décrite au Chap itre 3 de 

cette thèse fait le lien entre les patrons d 'agrégation pélagiques et benthiques. Ce li en 

suggère fortement la présence de rétention larvaire dans le système étudié, ce qui constitue 

le deux ième fait saillant de cette thèse. 

Plusieurs études en sont arrivées à la conclusion que la rétenti on larvaire était très 

importante pour les processus de recrutement (e.g. Lamare 1998, Morgan et a l. 2009, 

Morgan & Fisher 2010, Saenz-Agudelo et al. 2012, Wei et al. 201 3a). Mais à notre 

connaissance, aucune n ' a pu montrer de preuves aussi directes que celles rappottées dans le 

Chap itre 3. Le premier lot de larves produit au début de la saison de ponte était 

remarquablement apparenté à plus de 80% des autres échantillons, incluant tous les 

échantillons post-larvaires. 
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La baie de Bouctouche est un site possédant plusieurs caractéristiques favorables à la 

rétention des larves qui y sont produites, incluant une dune de sable de 12 km qui pourrait 

agir en tant que barrière importante à la dispersion. Les taux de renouvellement de 

biodiversité larvaire spécifique peuvent donner de bons indices quant au potentiel 

d'émigration larvaire d'une baie puisque ceux-ci sembleraient être fortement corrélés aux 

taux de sortie et de renouvellement de l'eau (Jessopp et al. 2007). L'étude du Chapitre 3 

s'est déroulée à la jonction de la dune et du rivage (Figure 20) et cette configuration 

topographique laisse présager que ces taux de renouvellement sont faibles et que la 

rétention larvaire y est favorisée. De plus, la profondeur semble aussi jouer un rô le 

important dans ces taux de renouvellement de biodiversité larvaire (Jessopp et al. 2007). 

Comme la baie de Bouctouche est relativement peu profonde, elle se réchauffe rapidement 

durant la saison estivale, soit une augmentation de plus de 10 degrés de la fin-mai à la mi-

juillet. Cette augmentation a d ' ailleurs considérablement diminué la durée de la phase 

larvaire telle que révélé par la diminution de la taille à la métamorphose des individus 

recrutés à ce site (237,2 ± 2,3 /lm à la fin mai et 228,4 ± 3,2 )lm à la mi-juillet) (Guillou 

2013). Cette réduction de la durée larvaire a fort probablement contribué à réduire les 

opportunités d 'émigration des larves et ainsi favoriser leur rétention dans la baie. 

Ces résultats sont très importants pour le domaine de l' écologie larvaire pui squ 'i ls 

montrent à quel point la rétention peut jouer un rô le primordial dans le recrutement des 

bivalves et des invertébrés marins benthiques. Il sera donc dans l'intérêt pour les 

biologistes de conservation de la faune de bien intégrer ce concept afin d 'améliorer leurs 

méthodes de gestion de la ressource et de protection des espèces. Par exemple, le Parc 

National Kouchibouguac du Canada (PNK) est un des rares parcs protégés par le 

gouvernement fédéral canadien qui peut octroyer des permis de pêche pour la mye 

commune. Cette pêche est toutefois sous étroite surveillance. Les écologistes du parc 

effectuent un monitorage annuel de l' abondance de la mye dans chacune des battures du 

parc afin de s ' assurer que le recrutement naturel est suffisant pour contrebalancer les effets 

de la pêche. Au début des années 2000, les stocks ont atteint un seuil critique et en absence 

d'information sur l'état de la connectivité des populations de cette espèce dans le PNK, les 
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éco logistes ont opté pour une fermeture temporaire de la pêche pour quelques années afi n 

de permettre aux populations de se rétablir de façon naturelle (Léophane Leblanc, 

communication personnelle). De plus, puisque la topographie de la dune de Bouctouche est 

dynamique et changeante, certains craignent la formation de brèches qui pourraient 

potentiellement mettre en péril l'industrie ostréïcole d' huîtres américaines Crassostrea 

virginica qui se pratique à l' intérieur de la baie. Cette pratique ostréïcole est caractérisée 

par une récolte de naissaim produites par les adultes en élevage dans les cages fl ottantes. 

Fenêtre écologique du recrutement 

Puisque les contenus gonadiques des géniteurs au site de Bouctouche se sont épuisés 

de façon simultanée avec l'observation d' un important gradient temporel de conditions 

océanographiques, il a été possible de tenter une association entre le succès reproducteur et 

les .conditions environnementales. Tel que mentionné plus haut, ce sont les larves E l qui 

étaient les plus apparentées aux post-larves P8 et P 1 O. Les larves présentes dans 

l'échantillon E l sont fort probablement toutes nées entre le 19 et le 29 mai 2010, le 19 mai 

étant la date du « Premier Événement de Ponte» (FSE). Selon une méthode de rétro-calcul 

basée sur la taille du prodissoconche II (PlI) du même premier lot de post-larves (P3) qui 

s'est fixé dans l' année 2010 à Bouctouche et d' une estimation préalable du taux de 

croissance larvaire et post-larvaire, Guillou (2013) a pu estimer la date exacte de la ponte 

des individus échantillonnés en El au 21 mai 2010 ainsi que la date exacte de leur fixation 

au 5 juin 2010. 

Le troisième fait saillant de cette thèse est donc le fait d'avoir pu identifier la fenêtre 

écologique optimale durant laquelle les activités reproductrices des géniteurs ont produit la 

majorité des recrues qui allaient survivre au recrutement. Les données de Guillou (2013) 

sont particulièrement intéressantes puisqu 'elles permettent d'identifier les conditions 

océanographiques présentes lors de la dérive larvaire qui ont fort probablement eu un rôle 

important à jouer dans le succès du recrutement. Par exemple, la température moyenne de 

surface ressentie par les larves entre la date de ponte et la date de fixation était de 14,9 ± 
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0, 1 oC alors que la taille à la métamorphose (PlI) était de 237,2 ± 2,3 /-lm (Guillou 2013). 

Ces valeurs représentent la température la plus faible et la taille à la métamorphose les plus 

élevées qui furent enregistrées durant toute la période associée aux pontes partielles. Ceci 

suggère donc l'existence d'une fenêtre écologique optimale pour le recrutement ce qui vient 

grandement supporter les fondations de la théorie de la « Loterie du Succès Reproducteur » 

(SRS) (Hedgecock, 1982, 1994, Hedgecock & Pudovkin 20 Il). Par contre, il est important 

de remarquer que l' abondance la plus élevée de jeunes larves véligères pendant les 13 

semaines de monitorage fut observée une semaine après le FSE (Table 8). Il est donc 

possible que le succès de recrutement associé à ce temps de ponte soit dû à une production 

plus accrue de recrues potentielles (e.g. Underwood & Fairweather 1989) . Ceci indiquerait 

que le succès de recrutement observé à ce moment soit plutôt lié aux conditions 

environnementales présentes lors de la gamétogenèse et de la ponte qu 'aux conditions 

environnementales lors du développement larvaire. 

Évolution de la diversité génétique durant l'ontogenèse larvaire 

Le protocole expérimental utilisé au Chapitre 3 constitue un quatrième fait saillant 

de cette thèse par son originalité et par l' absence relative de son utilisation dans la 

littérature scientifique. La méthode utilisée fut conçue autour de la réalisation d'un 

monitorage hebdomadaire de l'abondance et de la diversité génétique des larves de M 

arenaria produites pendant un même cycle de reproduction et séparées selon leur stade 

ontogénique. 

Cette thèse comprend donc une des premières études en écologie marine larvaire qui 

adopte cette stratégie en milieu naturel afin d ' étudier la variabilité génétique durant 

l' ontogenèse. À notre connaissance, Kordos & Burton (1993) ont été les premiers à réaliser 

un tel monitorage temporel avec le crabe bleu Callinectes sapidus. Pour leur part, Li & 

Hedgecock (1998) ont échantillonné les larves de l'huître Pacifique (Crassostrea gigas) à 

l' intérieur de la colonne d ' eau de façon séquentielle, c'est-à-dire à trois reprises sur une 

période de sept jours dans la baie de Quilcene (Washington, États-Unis) et à quatre reprises 
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sur une période de Il jours dans la baie de Dobob (Washington, États-Unis). Chacun de ces 

échantiiions représentait un stade ontogénique distinct puisque les huîtres rés idant à ces 

sites semblaient avo ir effectué une ponte « Ponte Massive Synchrone» (MSS) plutôt qu ' une 

ponte « Ponte Partielle Synchrone» (PSS). Une autre étude similaire impliquant plusieurs 

échantillons larvaires iss us d ' un même cycle de reproduction fut également publiée plus 

récemment chez le crabe vert Carcinus maenas (Domingues et al. 20 Il). D 'autres études 

en condition de laborato ire ont pour leur pali tenté de déterminer les gènes responsables de 

la mortalité larvaire sous plusieurs scénarios différents et applicables au domaine de 

l'éc loserie et de l'aquaculture (e.g. Génard et al. 20 Il , 2012) . L' absence relative de ce 

genre d 'études dans la littératuïe sc ientifique est fort probablement dû au fa it qu ' il est 

difficile d 'échantillonner et d ' identifier les larves en milieu naturel (Levin 2006) en plus 

d 'extraire leur ADN génomique avec succès (Zhan et al. 2008a). C ' est d ' ailleurs la raison 

pour laquelle de nouvelles méthodes permettant l'analyse génétique des larves sont 

constamment en déve loppement (Larsen et al. 2005, 2007, Le Goff-Vitry et a l. 2007ab, 

Sawada et al. 2008 , Zhan et al. 2008ab). 

Structure génétique des populations à grande échelle 

Afin de pouvoir bien étudier la génétique associée au processus du recrutement à 

petite échelle, il était d ' abord primordial de bien comprendre l'état de la structure génétique 

des populations à l'échelle d ' une bonne partie de la distribution naturelle de l'espèce 

modèle choisie. Les résultats allaient permettre de mieux comprendre quels so nt les 

facteurs ayant modulé le flux génique des populations de M arenaria depuis des milliers de 

générations. En utilisant une série de sept marqueurs microsatellites et un total de 22 

échantillons provenant de sept écorégions marines, cette thèse a réussi à montrer pour la 

première fois une structure génétique importante chez la mye commune, représentant donc 

la cinquième contribution majeure de cette thèse. 

Au total, six groupes génétiquement distincts furent détectés (Figure 14). Ceux-ci se 

résument au (1) Nord du Golfe du Saint-Laurent (GSL), (2) Sud du GSL, (3) Îles-de-la-
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Madeleine, (4) Bas du Canada Atlantique, (5) Côtes Américaines et (6) Europe du Nord. 

De plus, un patron de colonisation et d'expansion de l'espèce de Chesapeake Bay jusqu'au 

GSL a été révélé en raison d'un gradient latitudinal de la richesse allélique. Ce gradient 

coïncide fortement avec le retrait des glaces durant l'époque Tardiglaciaire (Maggs et al. 

2008) et l'absence relative des coquilles de M arenaria dans les dépôts coquillers de Baie-

Comeau, Québec (GSL, Canada) provenant de cette époque (Bernatchez et al. 1999). Cette 

thèse a clairement montré que les patrons d'expansion post-glaciaire, l' isolation par la 

distance, les barrières au flux génique ainsi que l'adaptation locale sont tous des facteurs 

ayant un rôle important à jouer dans la structure génétique des populations de la mye 

commune dans la province biogéographique des zones « Tempérées Froides de l 'Atlantique 

Nord-Ouest» (CTNA). 

Cape Cod a souvent été une région pointée comme étant une zone de transition 

importante dans la structure génétique des organismes marins (e.g. Wares 2002, Schmidt et 

al. 2008, Strasser & Barber 2009). Les résultats des barrières au flux génique semblent en 

arriver à la même conclusion et ce, malgré la présence du groupe génétiquement distinct 

des Côtes Américaines. Les probabilités d'appartenance des individus à ce groupe 

augmentent de plus de 50% de New York à Chesapeake Bay (Table 6). 

Une des constatations que l'on peut facilement tirer de cette thèse est que les limites 

géographiques associées aux groupes génétiques correspondent beaucoup mieux avec le 

régime de température de surface présent lors du début de la saison de ponte (Figure 24) 

qu'avec les limites géographiques qui caractérisent les écorégions marines (Spalding et al. 

2007). Il se pourrait aussi que la diversité génétique plus faible observée dans le nord du 

GSL soit dû à une sélection causée par les conditions hivernales. La carte de la température 

de surface océanique présentée dans la Figure 24 montre également à quel point les 

conditions océanographiques peuvent être similaires au niveau de plusieurs écorégions 

marines, mais également différentes à l'intérieur d 'une même écorégion, comme par 

exemples, l' écorégion du GSL ou celle du Golfe du Maine / Baie de Fundy. 
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Marqueurs microsatellites 

Une sixième contribution que cette thèse amène au domaine de l'écologie de la mye 

commune est le développement d'une série de huit marqueurs microsatellites fortement 

polymorphes et spécifiques à cette espèce. Les Chapitres 2 et 3 n 'auraient pas été possibles 

sans avoir préalablement développé ces marqueurs. 

En 2011 , ceux-ci représentaient les huit premIers marqueurs microsatellites 

développés et publiés pour cette espèce de bivalve marin. En 2012, sept marqueurs 

microsatellites additionnels furent développés par une équipe provenant du Musée National 

d 'Histoire Naturelle Grigore Antipa situé à Bucharest, Roumanie (Krapal et al. 2012). Ces 

Figure 24 : Cartes géographiques de la province biogéographique des zones « Tempérées 

Froides de l'Atlantique Nord-Ouest » (CTNA) montrant la distribution de 

températures océaniques de surface A) le 1 er juin 2010 et B) le 1 er juillet 2010. 

Extraite et modifiée du Ministère des Pêches et Océans Canada (mpo.gc.ca). 

derniers microsatellites n'ont toutefois pas été utilisés dans le cadre de cette thèse étant 

donné que les individus étaient déjà tous génotypés au moment de la sortie de leur 

publication. 



129 

Par contre, les marqueurs développés et utilisés ici se sont avérés suffi sants pour 

étudier la structure génétique des populations, autant à l'échelle de leur distribution globale 

(macrostructure génétique) qu 'à très petite échelle pour des analyses de parenté génétique 

(microstructure génétique). L'utilisation de ces marqueurs ont d'ailleurs permis une 

détection de structure génétique à grande échelle où d ' autres marqueurs tels les allozymes 

(Morgan et al. 1978, Lasota et al. 2004), le COI (Strasser & Barber 2009) et le lTS-I 

ribosomal (Caporale et al. 1997) n 'ont pu en trouver. Ceci montre à quel point les 

marqueurs microsatellites polymorphes peuvent être grandement utiles dans l'étude de la 

structure génétique des populations (Selkoe & Toonen 2006). 

Les marqueurs microsatellites représentent un des types de marqueurs disponibles les 

plus performants pour inférer des relations familiales entre individus puisqu ' il s fournissent 

de l' information à un unique locus, sont co-dominants, sont habituellement hypervariables, 

représentent de courtes séquences d'ADN et sont facilement amplifiables (Selkoe et al. 

2006, Pemberton 2008, Jones et al. 2010). Il est toutefois primordial que les études de 

parentalité utilisant des analyses moléculaires de filiation ou les analyses de reconstruction 

de fratrie soient réalisées à l'aide d ' un nombre élevé d 'outils moléculaires de qualité 

suffi sante afin de prévenir une surestimation des relations familiales entre les individus 

(Pemberton 2008, Jones et al. 2010). Par contre, étant donné l'ampleur des défis 

technologiques associés au développement de ces outils ainsi qu 'à la réalité biologique du 

système étudié, il peut parfois être très difficile de rencontrer les conditions optimales au 

niveau de la disponibilité d'un bon nombre de marqueurs de haute qualité. Dans cette thèse, 

et plus particulièrement dans le Chapitre 3, un total de sept marqueurs microsatellites ont 

été utilisés dont cinq (MarI , Mad, Mar4, Mar 7 and Mar8) pouvant être considérés comme 

étant fortement polymorphes (i.e. 77 à 83% d ' hétérozygosité attendue) et deux autres 

(Mar5 and Mar6) pouvant être considérés comme étant peu ou modérérment polymorphes 

(i.e. 48 à 62% d ' hétérozygosité attendue) (Table 13). Malgré son niveau de polymorphisme 

modéré, le locus Mar5 s'est avéré très utile dans le Chapitre 2, son exclusion des analyses 

stati stiques ayant considérablement réduit le nombre de groupes génétiques de moitié 

(Figure 14). 
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La procédure d'ass ignation de la fratrie à qui fut choisie dans le cadre du Chapitre 3 

pour infé rer la re lation parentale entre les individus fa isant partie d' un même échantiiion fut 

ce lle de Wang & Santure (2009), basée sur une méthode de probabili té maximale et mise en 

év idence dans le logiciel COLONY (Jones & Wang 20l 0a). Cette procédure semble être 

assez robuste dans les cas où le nombre de marqueurs utili sés est plutôt fa ible. Par exemple, 

suite à une simulation d' une base de données , l' utili sation de seulement six marqueurs a 

montré des résultats où la vraie valeur de la relation familiale était compri se à l' in térieur de 

l' intervall e de confiance de 95% dans 98,7% des cas (Wang & Santure 2009). De te ll es 

méthodes de probabilité maximale sont toutefois moins préc ises lorsqu ' une base de 

données constru ite à partir d' un fa ible nombre de groupes familiaux ou d' une fa ible 

structure familiale est analysée (Almudevar 2007, Jones & Wang 201 0b), ce qui est typique 

de plus grandes populati ons de reproducteurs comme ce ll es de Mya arenaria . 

En ce qu i a tra it à l'estimateur TrioML (Wang 2007) utili sé dans le Chapitre 3, les 

simulations montrent qu ' il semble généralement bien estimer la vraie va leur parentale entre 

deux individus. Par exemple, chez le type de relation « premier cousin » (vrai Rxy = 0. 125), 

les biais de TrioML calculés à partir (1) d' un fa ible nombre de marqueurs (n = 10) 

comprenant chacun huit allèles distinctes et une di stribution allélique de type Dirichlet et 

(2) de marqueurs montrant un niveau de polymorphisme variable (i.e. entre quatre et 64 

allèles di stincts) se situaient dans les alentours de 2% seulement. Ces résultats sont 

similaires à ceux obtenus suite à une simulation avec le logiciel COANCESTRY réali sée à 

l'aide de la base de données du Chapitre 3, c'est-à-dire un biais de 1,9% chez les individus 

de type « premier cousin » (Table 1 0). 

Compte tenu du fa ible nombre de marqueurs fortement polymorphes utilisés dans le 

cadre de cette thèse, les tests statistiques qui furent choisis pour analyser les bases de 

données étaient les meilleurs di sponibles (Wang 2007, 2009, Wang & Santure 2009). 

Toutefois, les résultats obtenus auraient sûrement bénéfici é d' une plus grande précision si 

un plus grand nombre de marqueurs avaient été utili sés . L'essor récent des nouve lles 

méthodes de séquençage de prochaine génération permettrait également dans le futur de 
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développer un plus grand nombre de marqueurs ce qui pourrait par la suite augmenter 

l' efficacité des méthodes d'assignation parentale et la précision des résultats . 

Un des huit marqueurs (Mar2) n'a pas été utilisé dans cette thèse puisque sa 

température d'hybridation était de 54°C. Cette température ne cadrait pas avec aucun des 

deux multiplexes, MuxMar} ayant une température d'hybridation de 51°C (Mar}, Mad , 

Mar4, Mar6 et Mar8) et MuxMar2 en ayant une de 56°C (Mar5, Mar 7). Les cll1q 

marqueurs possédant une température d'hybridation de 51 °C se sont avérés plus 

difficilement amplifiables au niveau des échantillons larvaires qui possédaient une plus 

faible quantité et qualité d ' ADN, ce qui a particulièrement été le cas avec les marqueurs 

Mar} et Mar8 . Par contre, la température d'hybridation plus élevée de 56°C chez Mar5 et 

Mar8 permettait une amplification plus stable et plus fidèle et la grande majorité des larves 

a donc pu être génotypée chez ces deux marqueurs. 

MarS 

Un dernier fait saillant de cette thèse est d'avoir fait la découverte et la description du 

marqueur Mar5. Celui-ci s'est avéré particulièrement important au niveau de la structure 

génétique à grande échelle, surtout au niveau de la détection possible d'adaptation locale 

dans la région du GSL. Il est fort possible que ce tétranuc\éotide soit étroitement lié à un 

gène faisant l'objet d ' une sélection. Ceci est surprenant, étant donné que les marqueurs 

microsatellites sont généralement reconnus comme étant des marqueurs neutres (Selkoe & 

Toonen 2006). L'allèle 170 bp dominait dans chacune des populations appartenant au 

groupe génétique Sud du GSL alors que l' allèle 182 bp dominait dans celles appartenant au 

groupe génétique Nord du GSL (Figure 19). Ces observations suggèrent une adaptation 

locale de M arenaria à l' échelle du GSL, fort probablement gouvernée par d'importànts 

gradients de conditions océanographiques que l'on y retrouve comme la température de 

surface, reconnue pour jouer un grand rôle dans la structure des populations (Belanger et al. 

2012, Wei et al. 2013b). 
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De plus, trois groupes génétiquement distincts furent détectés en mOll1s suite à 

l' excl usion de Mar5 des analyses, montrant encore une fois l' influence particulière de ce 

marqueur. Par contre, l'étude réa lisée sur un cycle complet de reproduction au s ite de 

Bouctouche n'a pas montré une différence de fréquence allélique entre les stades 

ontogéniques chez le locus Mar5 étant donné que la fréquence allélique des adultes 

géniteurs montrait déjà une prédominance de l' allèle 170 bp. Une analyse en laborato ire 

serait toutefois intéressante à réaliser pour déterminer les facteurs potentiels affectant ces 

génotypes de Mar 5. 

PERSPECTIVES D'ETUDES 

Agrégation familiale chez les larves et post-larves 

Les résultats obtenus dans cette étude montrant l' aggrégation familia le chez les 

larves et post-larves sont d 'une grande importance pour les domaines de l'écologie, la 

connectivité et la dispersion larvaire puisqu ' ils serviront de tremplin ou de base sc ientifique 

sur lesquels d 'autres études pourront s'inspirer. Par exemple, réduire l'intervalle 

d 'échantillonnage pourrait non seulement valider la présence d'agrégation familiale , mais 

pourrait aussi résulter en un protocole expérimental plus approprié pour étudier la 

dispersion larvaire à très courte échelle et comprendre comment les signatures génétiques 

d ' agrégation familiale (IPRxy) se diluent et se diffusent dans l'espace et le temps . 

La colonne d 'eau pourrait donc être échantillonnée à chaque cycle de marée sur 

toute la durée du développement larvaire (environ 15 jours) plutôt que d ' échantillonner la 

colonne d 'eau de façon hebdomadaire sur toute la durée du cycle de reproduction . Cec i 

permettrait alors de bien pouvoir quantifier le taux de dilution des signatures génétiques 

d 'agrégation familiale se reliant essentiellement à une augmentation du nombre de 

géniteurs participant à la reproduction. De plus, il serait intéressant de déterminer si un site 

d 'étude possède plusieurs signatures génétiques distinctes distribuées dans l' espace. La 
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co lonne d'eau pourrait a lors être échantillonnée à trois endroits supplémentaires, 

notamment à 1 m, Sm et 1 Om d'un point de référence. 

Ce protocole pourrait aussi facilement être renchéri lors de la première journée 

d'échantillonnage afin de déterminer s' il y a présence de diffu sion de la signature génétique 

dans l'espace et donc pouvoir discerner le sens général dans lequel s'effectue la dispersion 

larvaire. Cec i pourrait être réalisé en échantillonnant la co lonne d 'eau se lon trois différentes 

composantes spatio-temporelles CI) aux mêmes distances d'un point de référence 

mentionnées plus haut, (2) à chaque heure pour un total de 6 heures, et (3) de façon 

circulaire au po int de référence (00
, 900

, 1800 et 2700
) (n = 30). 

Rétention larvaire 

La baie de Bouctouche est située à 30 km du PNK et présente un écosystème très 

similaire avec de nombreuses dunes de sable, des bassins peu profonds et une même var iété 

d 'environnements hydrosédimentaires (LeBlanc & Miron 2006) . Il est donc fOlt probable 

que le phénomène de rétention larvaire chez M arenaria soit également observé à 

l 'intérieur du PNK. Mais ceci demeure tout de même à être validé par l'entremise de 

recherches supplémentaires. Certaines études ont montré que la distribution spatiale des 

recrues sur les plages intertidales dépendait fortement du site d'étude (Knights et a l. 2006, 

LeBlanc & Miron 2006, Vassiliev et al. 2010, Landry & Miron 2011) et de 

l'environnement hydrosédimentaire (St-Onge & Miron 2007) . C'est pourquoi les processus 

liés au recrutement sont aussi susceptibles de différer d'un site à un autre so ulignant 

l' importance de reprendre cette étude afin de vérifier si le phénomène de la rétention 

larvaire peut également être observé ailleurs. 

Fenêtre écologique optimale pour le recrutement 

Il serait aussi inté ressant de reprendre la même étude réalisée dans le cadre du 

Chapitre 3 au niveau de différents sites d'échantillonnage et de cycles de reproduction. Ces 

études permettraient de déterminer si la fenêtre éco log ique optimale pour la production de 



134 

larves demeure toujours la même ou si elle a plutôt tendance à changer se lon le site, l'année 

et J' abondance larva ire. Il serait auss i intéressant d'effectuer un monitorage si multané de la 

concentration de nourriture disponible à l' intéri eur de la colonne d'eau afin de déterminer si 

la fenêtre éco log ique détectée à l'aide des mesures d'abondance larva ire et de 

microstructure génétique peut également être corrélée avec la présence optimale des 

conditions trophiques (Toupoint et al. 201 2a). 

Évolution génétique durant l'ontogenèse 

Le protocole du Chapitre 3 s'est déroulé sur une période de 13 semaines co nsécut ives 

afi n de pouvo ir couvrir la totalité du cyc le de reproduction et ainsi s'assurer que chacune 

des pontes partiell es so it échantillonnée. Le site de Bouctouche ne fut pas le seul site 

échantillonné lors de cette sa ison estiva le de 2010 (Guillou 201 3) et c' est donc pour cette 

ra ison que la co lonne d'eau fut seulement échantillonnée de faço n hebdomadaire. Une 

meilleure compréhension des processus génétiques reliés au développement larvaire serait 

poss ible si, encore une fois, l' intervall e d'échantillonnage était réduit à quelques jours 

seulement. 

Un monitorage larvaire temporel en milieu nature l avec des marqueurs génétiques 

pouvant avoir un rô le potentiel dans l' ontogenèse et le succès du recrutement pourrait 

contribuer à une meilleure étude des facteurs biotiques et abiotiques assoc iés aux processus 

d'adaptation locale chez les populations d' invertébrés . Le simple fa it que l'on puisse 

séparer les larves par stade ontogénique permettrait de bien évaluer la sélection, i.e. si 

certa ins génotypes sont plus fréquents à la fin de l'ontogenèse ou si les génotypes 

dépendent de certaines conditions environnementales présentes durant l'ontogenèse. Ceci 

ferait contraste à d'autres protocoles se limitant à une comparaison d' un stade ontogénique 

unique avec un groupe de post-larves déjà fixées afin d'évaluer les différences 

génotypiques causées par la fi xation larvaire (e.g. Schmidt & Rand 2001 ). Mais le taux de 

mortalité est très élevé lors du développement larvaire (Pechenik & Lev ine 2007, Pedersen 

et al. 2008) et l'étude de l'évolution des génotypes entre les différents stades ontogéniques 
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pourrait pointer vers les processus génétiques importants pour le développement larvaire en 

milieu naturel et ceteris paribus de la fixation et de la survie post-larvaire. 

Par exemple, un protocole expérimental pourrait être réalisé en conditions naturelles 

et de laboratoire permettant de déterminer si les génotypes de Mar5 varient en fonction des 

gradients océanographiques afin de mieux comprendre les facteurs affectant le succès du 

recrutement ou de l'adaptation locale des recrues . Plusieurs stocks différents d'adultes 

géniteurs pourraient être utilisés soit un provenant du Nord du GSL, un autre du Sud du 

GSL et un autre du Bas Canada Atlantique. Ce protocole pourrait inclure l'utilisation d 'une 

série de marqueurs ayant déjà été associés à des processus sélectifs chez d'autres 

invertébrés marins, comme, par exemples, les allozymes « mannose phosphate isomérase » 

(Mpi) ou « glucose phosphate isomérase » (Gpi) (e.g. Elderkin & Klerks 2001, Schmidt & 

Rand 2001, Dufresne et al. 2002, Penney & Hart 2002, Veliz et al. 2004, Caponera & 

Rawson 2008). D 'autres marqueurs allozymes potentiellement importants chez la mye 

commune sont aussi fournis dans Morgan et al. (1978) et Lasota et al. (2004). Les données 

génotyp iques de ces marqueurs pourraient être corrélées avec (1) celles du marqueur Mar5 

afin de tenter d 'identifier le gène avec lequel il est étroitement lié, (2) celles des autres 

microsatellites qui agiraient comme marqueurs contrôles neutres, et (3) une grande variété 

de variab les océanographiques présentes durant le développement larvaire (e.g. température 

de surface, salinité, environnement hydro-sédimentaire, quantité de nourriture, oxygène 

dissout, turbulence, dessiccation). 

Structure génétique à grande échelle 

Les résultats de la structure génétique à grande échelle seront grandement importants 

pour les prochaines études impliquant la mye commune, que celles-ci soient au niveau de 

leur physiologie, leur écologie ou leur comportement. La mye commune représente une 

espèce faisant l'objet de plusieurs études multidisciplinaires, notamment en ce qui a trait à 

l'écotoxicologie (e.g. Blaise et al. 2002, Gagne et al. 2006, Pellerin & Amiard 2009), 

l'étude de la résistance aux toxines causées par les marées rouge (e.g. Bricelj et al. 2005, 
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Connell et al. 2007) , l' étude de la néoplasie hémique Ce.g. Delaporte et al. 2008ab, Siah et 

al. 2008ab, Pariseau et al. 20 11) ainsi que l' ensemencement de juvéniles pour les activités 

aquaco les Ce.g. Beai & Kraus 2002, Congleton et al. 2003, Beai 2006, St-Onge & Miron 

2007, St-Onge et al. 2007, Redjah et al. 2010). Les prochaines recherches réalisées dans ces 

domaines devront donc porter une attention particulière au stock génétique utilisé CGaffney 

2006) et déterminer si les variables étudiées varient en fonction des groupes génétiquement 

distincts. 

L'étude du Chapitre 2 fut réali sée à l'aide d 'échantillons qui ne couvraient qu'une 

partie de la di stribution naturelle de l'espèce. Quoique la plus vieille souche 

phylogéographique de la mye commune se situe à l' intérieur du CTNA CMacNeil 1965, 

Strasser 1999, Powers et al. 2006, Strasser & Barber 2009), sa distribution naturelle s ' étend 

éga lement jusqu 'en Europe Ce.g. Günther 1992, Maximovich & Guerassimova 2003, Conde 

et al. 20 Il , Krapal et al. 2012), en Alaska C e.g. Powers et al. 2006) et en Asie du sud-est 

Ce.g. Ponurovskii & Kolotukhina 2000). La mye est d'ailleurs considérée à certains de ces 

endroits comme étant invasive (e.g. Lasota et al. 2004, Powers et al. 2006, Conde et al. 

20 11 , Krapal et a l. 20 12) montrant que so n expansion à ces endroits es t relativement 

récente. Certai nes régions à l' intérieur du CTNA susceptibles de représenter des 

populations pivots au niveau de la structure génétique des populations de la mye commune 

ont également été ignorées dans le Chapitre 2. Parmi celles-ci, nous pouvons inclure les 

populations de la baie des Chaleurs (GSL), de la Péninsule Gaspésienne (GSL), du nord de 

Terre-Neuve et Labrador (GSL), du go lfe du Maine, i.e. entre le sud de l'état du Maine et 

Cape Cod (Massachusetts, États-Unis) , et finalement entre la baie de Chesapeake 

(Maryland, États-Unis) et l'état du New York (États-Unis). Il serait donc grandement 

intéressant d ' augmenter le nombre d 'échantillons provenant de chacune de ces régions afin 

de pouvoir bien comprendre le rythme d ' invasion et de colonisation de ces espèces. Un 

projet de recherche est d 'ailleurs déjà entamé au Musée National d 'Histoire Naturelle 

Grigore Antipa de Bucharest (Roumanie) (Dr. Luis Popa, communication personnelle) et 

inclura des échantillons provenant de cette thèse ainsi que des échantillons provenant d ' un 

peu partout en Europe, notamment de la Mer Noire. 
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Une analyse phylogéographique génétique plus approfondie permettrait aussi de 

mieux comprendre l'expansion historique du genre Mya spp. (Macneil 1965, Strasser 1999) 

et pourrait inclure d'autres espèces moins connues telles la mye tronquée subtidale M 

truncata (e.g. Amaro et al. 2005) et M uzenensis retrouvée dans le Nord-Est de la Russie 

(e.g. Ponurovskii & Kolotukhina 2000). Petersen (1999) a également suggéré l' existence de 

plusieurs espèces reliées à la mye commune dans la région du Groënland, notamment M 

pseudoarenaria, M eideri, M neoovata et M neouddevallensis. 

Amélioration des concepts de biorégionalisation marine 

II serait aussi impoliant de revoir les concepts de délimitations des écorégions 

marines afin de les rendre plus peliinentes les données océanographiques comme la 

température de surface, les données d ' abondance et de biodiversité (Chabot et al. 2007), 

mais également avec la structure génétique des populations des organismes marins qui y 

résident. La température de surface a d'ailleurs été ciblée comme étant le facteur majeur 

régissant la structure génétique des populations chez plusieurs organismes marins 

benthiques (Belanger et al. 2012, Wei et al. 2013b). Il semble d ' ailleurs avoir une forte 

corrélation entre la température de surface présente dans le CTNA au début du mois de juin 

2010 (Figure 24a) et les limites géographiques des six groupes génétiquement distincts de 

la mye commune rappoliés au Chapitre 2. La température s'est aussi avérée comme étant le 

facteur principal modulant le développement et la croissance larvaire au site de Bouctouche 

(Guillou 2013), montrant alors une fois de plus la grande importance des premiers stades 

ontogéniques dans l' établissement de la structure génétique des populations des invertébrés 

marins benthiques. 

Ponte partielle 

Il existe une très grande variété de stratégies de reproduction dans le monde des 

invertébrés marins et cette thèse a tenté de faire la lumière sur une d'entre elles, c'est-à-dire 

la stratégie PSS chez les bivalves marins. Cette stratégie est caractérisée par plusieurs 
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ép isodes de relâchement de gamètes par un même individu étalés sur un se ul cycle de 

reproduction et est représenté graphiquement par une chute gradue ll e de GSl. Cette 

stratégie est adoptée chez plusieurs espèces de bivalves (e.g. Joaquim et al. 2008, 

Thompson et a l. 2012) et peut même être utilisée en alternance avec d ' autres types de 

stratég ies comme la MSS (Langton et al. 1987, Park et al. 1999, Dukeman et al. 2005). 

Malheureusement, les différentes stratégies de libération des gamètes en lien avec la 

structure génétique et le succès de recrutement sont encore très méconnues dans le domaine 

de l'éco logie benthique et méritent d 'être beaucoup mieux défi ni es. Une meilleure 

caractéri sation de ce ll es-ci en milieu naturel permettrait d 'évaluer et de comparer leurs 

avantages adaptatifs et évo lut ifs respectifs (Crimaldi 2012). Par exemple, il serait 

intéressant de déterminer s' il existe une variabilité annuelle et individue lle du taux de 

synchronisation de libérat ion des gamètes et s i cette variabilité peut être re li ée à certaines 

variab les env ironnementa les comme la température, les marées ou les conditions trophiques 

présentes dans le milieu (e.g. de Goeij & Honkoop 2003). 

CONCLUSION 

En somme, cette thèse a montré que les patrons de microstructure génétique sont 

indépendants des patrons de macrostructure génétique chez la mye commune (lvfya 

arenaria). Les résultats obtenus dans ces études seront d ' une grande importance pour la 

biologie et l'écologie de l' espèce, mais surtout pour la meilleure compréhension des 

processus affectant la connectivité des populations à des échelles spatia les et temporelles 

contrastées. Plus de recherches seront nécessaires afin de montrer que les processus 

observés à petite échell e spatiale peuvent être également applicables pour d 'autres s ites 

d 'étude, années d 'échantillonnage et espèces d ' invertébrés benthiques à phase de di spers ion 

larvaire. Il est donc suggéré que les prochaines études portant sur les patrons de 

microrépartiti on génétique, la « Loterie du Succès Reproducteur» (SRS) ou la diversité 

génétique temporelle utilisent chacune de ces approches contrastées afin d ' obtenir un 

portrait complet de la structure génétique présente dans le système à l'étude (Hedgecock 
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20 10, lacchei et al. 2013) et ainsi améliorer les modèles de dispersion larva ire et les 

méthodes d' implantation de zones marines de protection (Palumbi 2004). 
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Table A4 : Alleli c frequencies of the Mar5 microsatelli te locus fo r ail 22 Mya arenaria 

sampling sites (see Table 2 fo r more information on population labels). 
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Table A6 All el ic frequencies of the Mar7 microsatellite locus for aIl 22 Mya arenaria 

sampling si tes (see Table 2 for more information on population labe ls) . 
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