UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

CONNECTIVITE CHEZ LES AMPHIPODES MARINS ARCTIQUES A
DIFFERENTES ECHELLES SPATIALES ET TEMPORELLES

THESE
PRESENTEE
COMME EXIGENCE PARTIELLE

DU DOCTORAT EN BIOLOGIE

PAR

ASTRID TEMPESTINI

DECEMBRE 2016






UNIVERSITE DU QUEBEC A RIMOUSKI

Service de la bibliotheque

Avertissement

La diffusion de ce mémoire ou de cette these se fait dans le respect des droits de son auteur,
qui a signé le formulaire < Autorisation de reproduire et de diffuser un rapport, un mémoire
ou une these . En signant ce formulaire, I’auteur concede a I’Université du Québec a Ri-
mouski une licence non exclusive d’utilisation et de publication de la totalité ou d’une par-
tie importante de son travail de recherche pour des fins pédagogiques et non commerciales.
Plus précisément, 1’auteur autorise 1’Université du Québec a Rimouski a reproduire, diffuser,
préter, distribuer ou vendre des copies de son travail de recherche a des fins non commer-
ciales sur quelque support que ce soit, y compris 1’ Internet. Cette licence et cette autorisation
n’entrainent pas une renonciation de la part de 1’auteur a ses droits moraux ni a ses droits de
propriété intellectuelle. Sauf entente contraire, I’auteur conserve la liberté de diffuser et de

commercialiser ou non ce travail dont il posseéde un exemplaire.






REMERCIEMENTS

Ce projet est I’aboutissement de 5 années de travail, de milliers d’heures de
laboratoire, d’analyses, de lecture. Toutefois, je n’aurais pas pu accomplir ce travail

et surmonter cette épreuve sans 1’aide de plusieurs personnes que je tiens a remercier.

Merci aux membres mon de jury de theése: Alisson Derry, Nicolas Bierne, Christian

Nozais et France Dufresne pour leur évaluation et leurs commentaires sur ce projet.

Merci a ma directrice France Dufresne pour m’avoir donné 1’opportunité et la liberté
de travailler sur ce projet, mais aussi d’enseigner au premier et deuxieme cycle, ce

qui fut une révélation pour moi.

Merci également a mes collegues de laboratoire pour leurs encouragements, les

discussions et leur bonne humeur sans lesquelles je n’aurais jamais pu avancer.

Merci a Soren Rysgaard et a I’Institut des ressources naturelles de Nuuk (Groenland)

pour m’avoir accueilli chaleureusement.

Merci a Louis Fortier pour m’avoir permis de partir sur I’Amundsen et de tester mon

manteau d’hiver pour la premiere fois.
Merci au capitaine et a I’équipage de I’ Amundsen pour m’avoir ramené a bon port.

Merci a mes différents évaluateurs qui par leurs commentaires m’ont aidé tout au

long de mon cheminement au doctorat.



il

Merci au personnel de soutien du Département de Biologie de 'UQAR : Danie,
Diane, Lyne, Pauline, Louise, Annie et Mé¢lanie pour leur précieuse aide
administrative et leur bonne humeur. Merci a Jonathan pour le matériel et la

discipline...Un merci particulier a Pierre Rioux pour son humour et son sarrau.

N

Merci a mes amis Kim, Matthieu, Hacéne, Bertrand, Roland, Adriana, Mathilde,
Blandine, Joannie, Pascale, Irene pour vos conseils, votre aide, votre soutien et votre
compréhension. Un gros merci a mes amies de longues dates Caro et Micaela pour

étre toujours la quand j’en ai besoin.

Merci a mes amis du groupe d’Italien de Rimouski. I pranzi del venerdi sono sempre

un momento di gioia e di scoperta.

Merci a ma famille et mes parents Nicole et Serge en particulier pour m’avoir

toujours soutenu dans mes choix.

Enfin, un merci tout spécial a mon futur mari Kaven, pour son soutien indéfectible

tout au long de ce doctorat.



A ma Grand-mére Genevieéve,



AVANT PROPOS

La présente these de doctorat est présentée sous la forme de six chapitres. Le premier
et le sixieme chapitre correspondent respectivement a I’introduction générale et a la
conclusion générale de la these. Les chapitres II, III, IV et V sont rédigés en anglais et
sont écrits sous la forme de manuscrits en préparation a soumettre a des revues
scientifiques avec comités de lecture. Le chapitre II est en voie d'étre soumis pour
publication a la revue PLoS One, le chapitre IIl est en voie d'étre soumis pour
publication a la revue Marine Biology, le chapitre IV est en voie d'€tre soumis pour

publication a la revue Molecular Ecology alors que le chapitre V est en voie d'étre

soumis pour publication a la revue Polar Biology.

Ce projet a été financé par le Conseil de recherches en sciences naturelles et génie du
Canada (CRSNGQG) grace a une subvention du réseau canadien sur la santé des océans
octroyée a France Dufresne. A. Tempestini a également recu deux bourses de
recherche interdisciplinaire de la part du programme de formation du CRSNG en
sciences environnementales nordiques EnviroNord ainsi qu’une bourse de voyage de

la part du réseau canadien de la santé des océans (CHONe).



TABLE DES MATIERES

LISTE DES FIGURES .......ooiiiteieee ettt st s X
LISTE DES TABLEAUX ...c..oiiiiitiiinteeeesiteteete sttt sttt XVI
LISTE DES ABREVIATIONS, ACRONYMES ET SIGLES..........cccccevviunnn... XVIII
RESUME ...t e e eeee e XX
INTRODUCTION
CHAPITRE I
1.1 DEfINItion €6 INEEIEL......ccouiiruiiiiierieeieerie ettt 1
1.2 Connectivité en MilieU MATIN.....c...coouiiriiiiiiiniieiieie et 2
1.3 Les facteurs influencant la cONNECHVILE ........cc.eeeviiiiriiieniiiiiieiiceeeeeeeeen 2
1.3.1 Les facteurs iNtrINSEQUES ......ccuveeerureeeiireeeiieenireesreeesereeenereeessreesssseesseeesnnes 3
1.3.2 Les facteurs eXtrINSEQUES ......c.veeevreeriireeriieerieeenieeeesireesnireesieeesseeesneeenanes 4
1.3.3 LA VICATIANCE ..ottt sttt st 5
1.4  Mesures de 1a CONNECHIVILE. ........cocueiiiiriiirieinieeieeeie et 5
1.4.1 Les MEthodes dir€Ctes ......c.ueeueiriiriiiiiiiiieiieeieete sttt 6
1.4.2 ApProches INAITECLeS ........ueeeriieeriiieiiie ettt 6
1.5.1 Le polymorphisme nuCl€otidiqUe..........cccvveerireerieeeriieeiieeireeeiee e 13
1.5.2 Code-barres ADN.......ccccooviiiriiiiiinieeieeieeeeee et 16
1.6 Le domaine d’étude : ' ATCHIQUE......ccevuveeeriieeeiieeeiieeeieeeeieeevee e eireesvee e 18
1.7 Les AMPRIPOAES ....veeiiiiiiiiieiiiie ettt e 25
1.8 Les 0bJectifs de thESE......ccouieiiiieiiieeieeeee e e 25
1.7.1 Objectif 1(Chapitre II) : Connectivité a I’échelle tri-océanique chez les
Y10 0) 111 01016 [ SRPUS 27
1.7.2 Objectif 2 (Chapitre III) : Phylogénie d’un genre pélagique d’amphipode
.................................................................................................................. 29
1.7.3 Objectif 3 (Chapitre IV): Structure des populations au niveau de
I’archipel canadien ............cceeeeiiieriieeniie e 30
1.7.4 Objectif 4 (Chapitre V): Structure des populations au niveau du détroit de
BETING ..ottt s 32
CHAPITRE II



vi

2.2 ADSITACT ...ttt ettt ettt e 35
2.3 INErOAUCTION. ...c..uiiiiiiiiieiieeieeete ettt ettt 36
2.4  Material and MethOdsS ..........coiiiiiiiiiiieiiiieeee e 39
2.4 1T SAMPIES ..ttt st 39
2.4.2 COI amplifiCatioN........eeeecuiieriieeeiieeeieeerieeereeeerteeeireeeeeeeeareeeaeeesseeenns 39
2.4.3 BOLD S@QUENCES: ..eeouviieeiiiieiiieeniteesieeesiiteesiiee st e st e st e e sieeesbeeesbeeeas 39
2.4.4 Trimming and Multiple alignments............ccocueeerureerieeesieeeiieeeeeeeieeenns 40
2.4.5 Distance based methods ..........coceeviiriiiiiiniiieeeen 40
2.5 RESUILS weviieiiieeiie ettt ettt ettt e et e e e e et e e etbeeeareeenaaeeeaaeeennnes 44
2.5.1 Nucleotide diVETSItY ......ccceeeriiieeriiiiiiieeiee ettt 44
2.5.2 3% as species threshold............ooocviiiiiieeiiiieieceeeeeeee e 44
2.5.3 16% threshold........ccooouiiiiiiiniiiiieeeeee e 47
2.5.4 Barcode gap detection with ABGD.........c.ccoovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 50
2.5.5 Comparison among thresholds ............ccociiiiiiiiiiiinniiiiieee 56
2.5.6 Species threshold..........oeecuiiiiiiieiiieciieeee e 56
2.6 DISCUSSION..c..eiiiiiiiiiiienie ettt ettt ettt ettt e s 59
2.6.1 ATCHC IVETSIEY .eeeutiieeiieeeiieeeiieeeieeeeteeertee e e e esaeeeaaeeeareeeaneesseeesaseeens 59
2.6.2 Single threshold............oooiiiiiiiiiiieeee e 61
2.7 CONCIUSIONS ..ttt ettt ettt ettt et e sat e et esate st e sabeeneesae 62
2.8 ACKNOWIEAZEMENLS........eoiiiiiiiiiiiiiieeeite ettt 63
CHAPITRE III
3.1 RESUIME ..ottt sttt sttt st 65
3.2 ADSIIACE . . eeiteeteeeteet ettt ettt ettt e neas 66
3.3 INErOAUCHION. .. ueiiuiiieiiieiieeie ettt ettt st enees 67
3.4  Material and MethOdsS .........cooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 71
3.4.1 Samples COLECHON. .....ccccuviiiiiiieiiieeiteee e 71
3.4.2 DINA @XITACIONS...ccuuiiiueiiiieeiteeiie ettt ettt et sie e e be e st e b e saeesaeees 73
3.4.3 PCR amplifications and alignments ............ccceevveeenueennieenniieeniiieenieeeee 74
3.4.4 PhylogenetiC analySes .......ccccueeerreeriiiieniieeniieenreeenreeenereeenereesareesnnneennns 76
3.5 RESUILS et 79



vii

3.5.1 The Hyperiidae phylOZeny .........ccccecceeeriiiieriiieeniieeiee e 79
3.5.2 Amino acids PhylOgeny..........cooviiiriiiiiniiiiiieeieceeeee e 80
3.5.3 Single gene phylogenies.......c.eeerieeeiiieeiiieeiie ettt 85
3.5.4 Concatenated datasel..........cocueeveerrieenieriiienieeieenie ettt 97
3.5.5 SPECIES ... ueeeeiieeiiieeiiee ettt e ettt e e iteeeieeeeteeeseaeeesaaeeeeaeeesaeeensaeeesseeennnes 97
3.0 DISCUSSION .. .ciiuiiiiiieiieeiieette ettt ettt ettt sttt st e it s e sae e esneeseeeeneenaneeas 101
3.6.1 The Hyperiidae family ........ccccoooviieiiiiiniiieiieeiee e 101
3.6.2 CryptiC THEMISIO SPECIES..cccuvveeriiieriiieriieeriteeniieeesiteeenireesireesbeeesbaeenas 102
3.6.3 Limit of the teChNIqQUES........ccueeeiiieiiiieeiieeeiee e 105
3.7 CONCIUSIONS .eniiiiiiiiieeiieeieeete ettt ettt ettt e e e e neenaneens 105
3.8 ACKNOWIEAZEIMENLS.......cooiiieiiieeiiie ettt e e e e e e 106
CHAPITRE IV
A1 RESUME ...ttt ettt ettt e 108
4.2 ADSITACT..c..eeieiiieiieeiie ettt s 109
4.3 TNITOAUCTION. ...eiuiiiiiietieiieee ettt et ettt et et eeeas 110
4.4 Material and Methods .........cccoovieeiiiriiiniinieee e 113
AT SAMPIES ..eviiieiiiieeeiee e et e s e e st eeeae 113
4.4.2 Mitochondrial analySes ..........ccceeevieerriieriiieiiieenieeeteeeee e 114
G L T4 B 1SS 115
4.5 RESUILS oottt e e 120
4.5.1 Mitochondrial analySis ..........ccceeeriieeriieeriieeieeereeereeeieeeeveeeeaee e 120
4.5.2 Rad-tag analySis ......cceeueieriiieiiiieeiiie ettt 132
4.6.1 Mitochondrial diVErSItY ........cecvuieeriieeriieeiiie et e e e e 142
4.6.2 Patterns of mitochondrial genetic StruCture...........ceevvveereiveeniueeenueennnne. 143
TR 2 16 B 7 USSP 144
AT CONCIUSION ..uiiiiiiieeiiteiie ettt ettt ettt et e e e enees 148
4.8  AcCKNOWIEAZEMENL .......cooiiiiiiiiiiiiiie e 149
CHAPITRE V
5.1 RESUME ..ottt ettt 151

5.3 INETOAUCHION. ... ieeeeiiiiiteee ettt e e e ettt ta s e s e eeeesaaaneeseeeeesssaanns 153



viii

5.4  Material and MethOds .........coouiiiiiiiiiiiiieieeee e 155
5.4.1 Samples and DNA €XtraCtion.........coecueeerieeeriiierniieniieeniieesieee e e 155
5.4.2 Mitochondrial analySis ........cccveeeiueieriiieeniieeiiieereeeeee e eiee e 155
S5:4.3 RAD- SEQ . uuteeeuiteeiiieeeiie ettt ettt sttt ettt e s 157
5.5 RESUILS .eveiiiiiieiie ettt ettt e et e et e et e e et e e eaaeeentaeeeaaeeeneaen 161
5.5.1 Mitochondrial analysis .........cceeeriieeriiiieniieiieeeeee et 161
5.5.2 Rad-tag analySiS ....ceeecurieeirieiiieeeiieesiteerree et e e e e eee et eesaee e es 168
5.6 DISCUSSION.....tiiuiiiiiiiieeit ettt sttt ettt e see e e b e saneens 177
5.6.1 CryptiC SPECIAION. ...ccuvvieeirieeiireeiieerieeerreeesereeesereeesareeeareeesreesaeeesnseens 177
5.6.2 GENELIC SIIUCLUTE ...couvverurieiierieeieeeieeeite et et et et ereesaee et eseeeebeesaneeas 178
5.6.3 Limit of the teChNIQUeS.........ccceeeviiiieriieeiieeieeee e 180
5.7 CONCIUSION ..ttt ettt et e e e eas 180
5.8  AcCKNOWIEAZEMENTt ......ccooviiiiiiiiiiieeee e 181
CHAPITREVI
CONCLUSION GENERALLE ......oooiiiiiiieitete ettt 182
6.1 Connectivité a I’échelle tri-océanique (Chapitre IT) .........cccoovveeriiieniienninnnn. 184
6.1.1 Echange tri-0CEaANIQUE ............o.veveeeeeeeeeeeeeeeeee oo 184
6.1.2 Seuil pour dEfinir UNE ESPECE ....ccuveeeruvireriiieeiiieeiieeeieeete et 186
6.2 Phylogénie (Chapitre II1)........cccceeiiiiiiiiieiiiieciee ettt 187
6.2.1 Connectivité limitée chez les especes pélagiques ........c.cceevveveerivennnnenn. 188
6.2.2 Limites de la phylogénie Hyperiidae ...........ccccoevvveevieencieencieeeieeee, 190
6.3 Connectivité a I’échelle des populations (Chapitre IV et V) ....ccccceeveieenneenn. 190
6.3.1 Refuge en profondeur versus zone CONtact ...........ceeeeveeeruveerseeeeriueeennnennn 191
6.3.2 Les RAA-1aZS ...uveiiiiiiiiiieeiieeee e 193
6.3.3 Limites des SNPs et de 1a génomique..........cceeevveeevieeeiieenciieeeiieeeeen. 197
0.4 PEISPECTIVES eeiuetieiniiieiiiee ettt ettt ettt ettt e et e et e e sttt e eiteesabteesabeeesaneeenas 198
6.4.1 Comparaison de la connectivité chez d’autres especes pélagique en
ATCHQUE ...ttt ettt ettt ettt ettt e et e e st e e et eesabaeesabeeeeans 199
6.4.2 Comparaison de la connectivité entre les deux poles.........cccceevvveenenenn. 199

BIBLIOGRAPHIE ........ccooiiiiiiiiiiiiiccecee e 201



APPENDICE A

X



LISTE DES FIGURES

Figure Page

Figure 1.1 Modeles de structurations des populations (modifié d’apres Frankham et
al., 2009) : (a) le modele source-puits; (b) le modele en iles; (c) le modele
pas-a-pas ou « stepping-stone »; (d) le modele pas-a-pas a deux dimensions
et (e) le modele de métapopulations, ou les populations éteintes sont en
blanc, les populations nouvellement fondées sont en gris. Les fleches
symbolisent la migration entre les populations. Les cercles noirs symbolisent
1€S POPULALIONS. ..eeiuiiiieiiieeiiee ettt ettt e e e e et e e saaeesnaeeseseeenns 8

Figure 1.2  Différents scénarios de taux de migration et de différentiation (modifié
de Hellberg et al., 2002 et de Gagnaire et al., 2015). Le taux de migration
Nem dépend de la migration (m) et de la taille effective (Ne). Le dégradé de
couleurs correspond au niveau de Fsr attendu selon les différents valeurs de
M EEAE Neu ittt et 9

Figure 1.3  Etapes du séquencage RAD, de la digestion du génome 2 la découverte
des SNPs (tiré de Emerson et al., 2010). (A) Le génome est digéré par une
enzyme de restriction (Stbfl), les sites de coupure de 1’enzyme sont
matérialisés en rouge. Sur chaque fragment coupé, un code-barres (en noir)
est rajouté apres un adaptateur. (B) Apres le séquencage, tous les reads
identiques vont étre regroupés ensemble pour former des piles. (C) Chaque
pile va étre comparée deux a deux pour identifier les SNPs. (D) Les piles qui
ont un nucléotide de différence, si celui-ci est retrouvé en suffisamment
grande fréquence sur I’ensemble des échantillons, sera considéré comme un
SNPs. (E) Sinon, il ne sera pas rétenu. .........cceeevveeerieeeneeenniieeniieeniieesieeenns 15

Figure 1.4 Carte des différentes zones refuges et zones de contacts secondaires en
Arctique (modifié d’apres Hardy et al,, 2011). Les étoiles représentent les
zones refuges. Les triangles représentent les zones de contacts secondaires.21

Figure 1.5 Exemples de modeles de réseaux d’haplotypes et de distribution des
fréquences alléliques en fonction d’un gradient Nord (N)- Sud (S), sous
différents scénarios de refuges et recolonisations (modifié de Maggs et al.,
2008). Pour chaque modele, un réseau de 5 ou 6 haplotypes, numérotés de 1 a
5-6, est représenté en haut, et leur fréquence dans quatre populations (a—d).



X1

Dans tous les cas, 1’allele 6 correspond a un allele privé restreint a une région
particuliere. (A) Le modele nul dans lequel aucun changement dans les
fréquences n’est observé en fonction de la latitude. (B) Le modele représente
un gradient de la richesse allélique qui décline de la zone refuge au Sud vers
le Nord. (C) Le modele représente le cas d’un contact secondaire entre deux
populations isolées dans des refuges diStnCts. ......ceeeevuveeriiieeniieeniieeeniieene 23

Figure 1.6 Diagramme récapitulatif de la démarche de la theése. OTU= operational
taxonomic unit; MtDNA= ADN mitochondrial; Rad-seq= Restriction site
associated DNA SEQUENCING. ...ccccuueiriiiiriiieiiieeriie et etee et e et siee e 26

Figure 2.1 Map of the sampling location of each sequence used in this study. ....... 43

Figure 2.2Distribution of OTUs by family and ocean. OTUs are defined based on 3%
threshold. Atlantic OTUs are represented in red, Pacific OTUs in green and
Arctic OTUs are in BIUE. ....coveiviiiiiiiiieiiesieeeeeeece e 46

Figure 2.3 Venn diagram of shared OTUs among oceans. OTUs are defined with a
3% threShOld. .....c..cocuiiiiiiiiiiiiiiiie e 47

Figure 2.4 Distribution of OTUs by family and ocean. OTUs are defined based on
16% threshold. Atlantic OTUs are represented in red, Pacific OTUs in green

and Arctic OTUS are in blue. .......c.coviiiiiiiiiiiiieeceeeee 49
Figure 2.5 Venn diagram of shared OTUs among ocean. OTUs were defined with a
16% threShold. ......c.oooiiiiiiiiii e 50
Figure 2.6 Distribution of the K2P distances for the entire dataset. ............cccccceueee. 53

Figure 2.7Distribution of OTUs by family and ocean. OTUs are defined based on 7%
threshold. Atlantic OTUs are represented in red, Pacific OTUs in green and
Arctic OTUs are in BIUE. ....coveeiiiiiiiiieiiecieeecrccece e 54

Figure 2.8 Venn diagram of shared OTUs among ocean. OTUs are defined with a 7%
tAIESNOL. ..c.eiiiiiiiieic e 55

Figure 2.9 Number of OTUs identified to the family according to the species
threshold used (3% light grey; 7% grey and 16% dark). ..........ccoceeevueennnnen. 57

Figure 2.10 Boxplot distribution of the COI K2P distances for the 10 selected
families representative of the Amphipoda order at the intraspecies (S—white),
intragenus (G-grey) and intrafamily (S—dark grey) levels. Median (central
bar), position of the upper and lower quartiles (central box) and extremes of
the data (dots) are represented. Black lines represent different thresholds used
for discriminating species: long dash=0.16 substitution/site (Lefébure et al.,



Xii

2006); dashed line=7% of divergence (this study)and solid line=3% of
divergence (Hebert ef al., 2003b). ...cooueiiriiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeee e 58

Figure 3.1 Global distribution of Themisto species (modifed from Bowman, 1960;
Wing, 1976 and Yamada et al., 2004). Each color represents the distribution
of a species: in green T. gaudichaudii, in orange T. japonica, in pink T.
pacifica, in purple T. abyssorum, in yellow T. compressa and in solid line T.
LIDOIIULAL. ...t e 70

Figure 3.2 Saturation of the cytochrome oxidase I gene estimated for the family
phylogeny. s and v represent transition and transversion respectively.......... 81

Figure 3.3 Bayesian phylogeny of the cytochrome oxidase I DNA sequences under
the HKY +G+I model. Numbers represent posterior probability support. ... 82

Figure 3.4 Maximum likelihood tree of hyperiids estimated from the cytochrome
oxidase I DNA sequences, under the HKY model with gamma distribution
and invariant sites considered. alLTR values are shown. .............cccccuvveennnee. 83

Figure 3.5 Bayesian phylogeny of hyperiids performed with amino acids sequences
of the cytochrome oxidase I gene under the general reversible mitochondrial
model with a gamma distribution. Numbers represent posterior
J01 18] 01071 B 18 1 84

Figure 3.6 Saturation plots for COI (a), H3 (b), 18S (c) and 28S (d). The green
triangles represent the transversion and the blue crosses represent the
transition amMONE AiSTANCES. ....c.vveeevreeriieerieeerieeerreeeteeereeeareeeareesreeeenaeees 88

Figure 3.7 Maximum Likelihood phylogeny (Log-likelihood : -2398.84107) for the
cytochrome oxidase I gene. aLTR supports are shown under the nodes. ...... 89

Figure 3.8 Maximum Likelihood phylogeny (Log-likelihood: -634.27815) for the
Histone 3 gene. aLTR supports are shown under the node. .............c........... 90

Figure 3.9 Maximum Likelihood phylogeny (Log-likelihood: -3453.95) for the 18S
gene. aLLTR supports are shown under the nodes. ........cc.ccccevvveeviienniiennneen. 91

Figure 3.10 Maximum Likelihood tree (Log likelihood=-4688.49522) for the 28S
gene. aLLTR supports are shown under the nodes. .........ccccceeevveercieencreennnnn. 92

Figure 3.11 Bayesian phylogeny for the COI dataset. Posterior probabilities are
shown under the NOAES. ...........eeeiiiiiiiiiiiiee e 93

Figure 3.12 Bayesian phylogeny for the Histone 3 dataset. Posterior probabilities
are shown under the nOdes. .........ccccocveviiiiniiniiniiniiicccee 94


astrid
Surligner

astrid
Surligner

astrid
Surligner

astrid
Rectangle

astrid
Rectangle

astrid
Timbre


Xiii

Figure 3.13 Bayesian phylogeny for the 18S dataset. Posterior probabilities are
shown under the NOES. ...........eoiiiiiiiiiiiiiee e 95

Figure 3.14 Bayesian phylogeny for the 28S dataset. Posterior probabilities are
shown under the NOAES. ..........couieiirieriiiiiiniiic e 96

Figure 3.15 Maximum Likelihood phylogeny (Log-likelihood : -11621.65725) of
the concatenated dataset. alL TR support are shown under the nodes............. 98

Figure 3.16 Bayesian phylogeny of the concatenated dataset. Posterior probabilities
are shown under the NOAES. .........cc.eeriiiiiiiiiiiiiiiee e 99

Figure 3.17 Species-tree estimates accounting deep coalescence events. Numbers
represent POSLETIOT AENSILY. ...ceeruvieeriieeriieeeiieeeiteeeitee st e et e st e e eesbee e 100

Figure 4.1 Sampling locations of individuals used for this study. .....c...cccceeeenneee. 119

Figure 4.2 Haplotype network based on 491 bp of mitochondrial cytochrome c
oxidase I sequences of 7. abyssorum. Circle sizes are proportional to number
of individuals observed for that haplotype and colour codes refer to sampling
sites (Figure 4.1). Black dots correspond to missing (non-sampled)
NAPIOLYPES. -.eeeeniiieiiiee et et 122

Figure 4.3 Haplotype network based on 576 bp of mitochondrial cytochrome c
oxidase I sequences obtained for 7. libellula. Circle sizes are proportional to
number of individuals observed for that haplotype and colour codes refer to a
haplotype. The number of traits on a line corresponds to the number of
mutations between haplotypes. ........coovieiriiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 123

Figure 4.4 Spatial distribution of twenty haplotypes found in 7. libellula among
sampling sites. Circle sizes are proportional to number of individuals
observed for that haplotype and colour codes refer to a haplotype. ............ 124

Figure 4.5 Bayesian Skyline Plot for 7. abyssorum estimated under the HKY+G
model (BIC=10661.94). The blackline represents the mean and the blue lines
represent the confidence interval. The y-axis represents the effective
population size estimate and the x-axis represents the time in years........... 130

Figure 4.6 Bayesian skyline plot for 7. libellula estimated under the HKY+G model
(BIC=4566.09). The blackline represents the mean and the blue lines
represent the confidence interval. The y-axis represent the effective
population size estimate and the x-axis represents the time in years........... 131

Figure 4.7 Bayescan test for selection on individual SNPs between the two
populations of 7. abyssorum. Red number represents SNPs potentially under



X1V

balancing selection and green number represents SNPs potentially under
dIversifying SEIECION. ....ccouiiiiiiieiiieeiie ettt 133

Figure 4.8 BayeScan test for selection on individual SNPs among the three
populations of 7. libellula. Red number represents SNPs potentially under
balancing selection and green number represents SNPs potentially under
dIVersifying SEIECHION. ...ccccuiieeiiiieeiieeciie ettt eaee e eree e 134

Figure 4.9 Discriminant analysis of Principal Component for 7. abyssorum
performed with all 442 neutral 10CI.........eevvieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 135

Figure 4.10 Discriminant analysis of Principal Component for 7. libellula performed
with all 2144 neutral loci. Each color represents a cluster. ............ccc.c....... 136

Figure 4.11 Structure plot using the SNP dataset with two clusters for 7. abyssorum,
under the admixture model. Distinct colors represent estimated clusters,
sampling sites are separated by a black line. ........cccccceeeevveviieencveencieennen. 139

Figure 4.12 Structure plot using the SNP dataset with two clusters for 7. libellula,
under the admixture model. Each color represents an estimated cluster;
sampling sites are separated by a black line. .........ccccceeveveeviieencieencieennen. 140

Figure 5.1 Map of the study area of Themisto sp. Black circles represent sampling
locations: Prince William Sound (PWS), South East Bering (SEB), North
East Bering (NEB) and Chukchi Sea (CHU)........ccccoovviieiiieiieeeieeeeeee 160

Figure 5.2 Haplotype network based on 627 bp of mitochondrial cytochrome ¢
oxidase I sequences obtained for Themisto sp. Circle sizes are proportional to
number of individuals observed for that haplotype and colour codes refer to a
haplotype. The number of traits on a line corresponds to the number of
MULations bEtWEEN SEQUENCES. ....ccvvierieeerieeerieeeriieeenreeeareeeareeeseeesseeennnes 163

Figure 5.3 Spatial distribution of haplotypes among sampling sites for Themisto sp.
Circle sizes are proportional to the number of individuals observed for that
haplotype and colour codes refer to a haplotype. .......c.cccecveeeeveerceeencneeennne. 166

Figure 5.4 Bayesian Skyline Plots of effective population size through time
obtained under the F81 model (BIC= 2161.04). Blue lines represent interval
confidence and black line the mean estimate. The y axis represents the
estimated effective population size. The x-axis represents the time in year.
..................................................................................................................... 167

Figure 5.5 Discriminant analysis based on the 893 loci found in both Themisto
libellula and TREMUESTO SP. .....oeeeeeeuveieeeeiieeeeeciieeeeecieee e eteee e e saee e e eeaaeeeenaes 170



XV

Figure 5.6 Structure plot based on 893 loci found in Themisto libellula and
Themisto sp., under the admixture model. Distinct colors represent estimated
CIUSTRT. 1.ttt ettt et e b e st e st ebeas 171

Figure 5.7 BayeScan test for selection on individual SNPs among the two
populations of Themisto sp. implemented in the BayeScan program. The red
number represents SNPs potentially under balancing selection and the green
number represents SNPs potentially under diversifying selection. ............. 173

Figure 5.8 Discriminant analysis of Principal Component for Themisto sp.
performed with the 4805 10CI. .....uieiiiieiiieeiiecieeee e 174

Figure 5.9 Structure plot using the SNP dataset with two clusters for Themisto sp.,
under the admixture model. Distinct colors represent estimated clusters;
sampling sites are separated by a black line. ........cccccceeeeveeniieenceeencieennen. 175

Figure 6.1 Diagramme récapitulatif de la these. OTU= operational taxonomic unit;
MtDNA= ADN mitochondrial; Rad-seq= Restriction site associated DNA
SEUETICITIE. 1.evvveeuvreeeirreentreeneteeensseeeseseeessseeessseeasseeansseesnsseesssseessseesnseesnsseens 183

Figure A.1 Rarefaction curve showing the number of OTUs found in each ocean
according the the number of sequence sampled. (A) at 3% threshold......... 240

Figure A.2 Rarefaction curve showing the number of OTUs found in each ocean
according the the number of sequence sampled (B) at 7% threshold. ......... 241

Figure A.3 Rarefaction curve showing the number of OTUs found in each ocean
according the the number of sequence sampled (C) at 16% threshold. ....... 242

Figure B.1 Bayesian Skyline Plots of effective population size through time
obtained using a 27%/My rate for T. abyssorum. Blue lines represent interval
confidence and black line the mean estimate. The y axis represents the
estimated effective population size. The x-axis represents the time in

Figure B.2 Bayesian Skyline Plots of effective population size through time
obtained using a 27%/My rate for T. libellula. Blue lines represent interval
confidence and black line the mean estimate. The y axis represents the
estimated effective population size. The x-axis represents the time in



LISTE DES TABLEAUX

Tableau Page
Tableau 2.1 Species found in the three oceans. Species are defined with a 3%
threShOLd. ... oo 45
Tableau 2.2 Species found in the three oceans. Species are defined with a 16%
thIESNOLA. ... 48
Tableau 2.3 Species found in the three oceans, Species are defined with a 7%
threShOLd. ... .eoiiiiii e 52
Tableau 3.1 List of species used for this study. Coordinates are expressed in
decimal degree (DD)......iioviieeiiieeieeeeeeeee et 72
Tableau 3.2 List of PCR Settings US€d. .......ccceevvvieeriieeriieeiiieeieeerieeeeireesieeesiee e 75

Tableau 3.3 Estimate of divergence between Themisto species based on cytochrome
oxidase I DNA sequences. Percentages of divergence among Themisto
SPECIES ATE SNOWIL...cuiiiieiiieeiiieeiieetee et ete e et e et e e e aaeesaaeesnaeeesaeeesnseee e 87

Tableau 4.1 Number of individuals and their geographic locations used for this
study. N= number of individuals used for this study, mt= mitochondrial.
Geographic coordinates are in decimal degree. In parenthesis number of
individuals used for the analysis. .........cccoeveeeriieiiiieiiiieieeeeee e 113

Tableau 4.2  Results of the mitochondrial analysis of the cytochrome c oxidase I
(COI) for each Themisto species. N= number of individuals, H= number of
haplotypes, h= Haplotypic diversity, n=nucleotide diversity. Standard
deviation (sd) are in parenthesis. ........ccceervueeeriireerieeenieeerreeeeeeeeeesree e 121

Tableau 4.3 Analysis of Molecular Variance AMOVA for each Themisto species. *
significant at P<0.05. ...oooiiiiiiiiie e 126

Tableau 4.4 Pairwise @stbetween sampling locations for 7. abyssorum. *
significant at P<0.05 ....oooiiieiiieee e 127

Tableau 4.5 Pairwise st between sampling location for 7. libellula. * significant at
PO.0S. et 128



XVvil

Tableau 4.6 Results of Tajima’s D, Fu’s Fs neutrality tests. * significant at p<0.05.

129
Tableau 4.7 Number of putative loci retained following each filtering step. ......... 132
Tableau 4.8 Membership of each individual according the DAPC........................ 135
Tableau 4.9 Membership of individual after the DAPC. ..........c.ccocoiniiiininnen. 136

Tableau 4.10 Evanno table for each Themisto species. In bold: the best K according to
the Evanno method. ...........ccocooiiiiiiiiiieeeeeee e 138

Tableau 4.11  Analysis of Molecular Variance (AMOVA) for each Themisto
species. **= significant value p<0.05.......ccccceeviiiiiiiiiniiiieeeen 141

Tableau 5.1 Coordinates of the sampling sites, and number of individuals used in
this study for each site. Geographic coordinates are in decimal degree. ..... 156

Tableau 5.2 Results of the mitochondrial analysis of cytochrome oxidase I (COI)
for Themisto sp. N=number of individuals, H= number of haplotypes, h=
haplotypic diversity, m=nucleotide diversity. Standard deviations (sd) are in

PATENERESES. ..ottt 162
Tableau 5.3 Pairwise @st between sampling locations for each Themisto sp.

** significant at p<O.001. .oooovieiiie e 164
Tableau 5.4 Analysis of Molecular Variance on mitochondrial dataset of Themisto

sp.. ** significant at p<O.001. ....coooiiiiiiiiiiie e 164
Tableau 5.5 Tajima’s D, Fu’s Fs neutrality tests calculated on the 627 bp of COL. *

significant at P<0.05. ...oooiiieiiieiie e 165
Tableau 5.6 Number of putative loci retained following each filtering step. ......... 168

Tableau 5.7 Evanno table for Themisto sp. In bold: the best K according to the
Evanno method. ........cocooiiiiiiiiiiiiicee e 172

Tableau 5.8 Analysis of Molecular Variance (AMOVA) for Themisto sp. **=
significant value p<O.05......cccuiiiiieiiiieeiiecee e 176



LISTE DES ABREVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES

ADN:: acide désoxyribonucléique
aL TR : approximate likelihood ratio
BI: bayesian inference

bp : Base pair

CHU: Chukchi Sea

COI: cytochrome oxydase I

DAPC: discriminant analysis of Principal Components
DLP: durée pélagique larvaire
H3: histone 3

Ma : million d’années

ML: maximum likelihood
mtDNA: ADN mitochondrial

My; million years

NEB: Northeast Bering

OTU: operationnal taxonomic unit

PP: posterior probability



PWS: Prince William Sound
rDNA: acide désoxyribonucléique ribosomal
SEB: Southeast Bering

SNP: single nucleotide polymorphism

Xix






RESUME

La connectivité, ou les échanges d’individus entre les populations, est un theme
important en écologie marine, car elle permet aux especes de se maintenir et
d’évoluer. Les études sur la connectivité marine montrent des inégalités dans les
zones d’études, dans les échelles spatiales et les organismes. La biodiversité de
I’océan Arctique est encore mal connue. Cette biodiversité marine arctique est le
résultat de I’histoire complexe de ce milieu et des échanges avec les océans Pacifique
et Atlantique limitrophes. Les outils génétiques ont souvent permis de caractériser
non seulement une biodiversité cryptique mais aussi les échanges en milieux marins.
Depuis quelques années, 1’apparition des nouvelles techniques de séquencage a
permis de caractériser le polymorphisme nucléotidique (SNP) réparti sur I’ensemble
du génome chez les organismes non-modeles. Ces nouvelles techniques de
séquencage tel que le séquencage RAD, ont permis de mettre en évidence des
structures de population qui n’étaient pas détectées avec d’autres marqueurs.
L’objectif général de ma theése est de documenter la connectivité en milieu marin
arctique a différentes échelles spatiales et temporelles afin de détecter la présence
éventuelle de barriere a la dispersion, en utilisant comme modeles les amphipodes.
Afin de répondre a cet objectif, chacun des quatre chapitres documente un aspect de
la connectivité. Tout d’abord le chapitre II rapporte la contribution de chacun des
océans limitrophes de 1’Arctique dans la composition de la biodiversité marine.
Comme les especes d’amphipodes sont difficiles a caractériser, nous avons dans
premier temps utilisé les 2557 séquences de code-barres ADN provenant de notre
échantillonnage et d’une base de données que nous avons regroupé€s en especes
potentielles. Puis dans un second temps, nous avons comparé les compositions en
especes de chaque océan Arctique, Atlantique et Pacifique. Nous avons trouvé que les
océans Arctique et Atlantique partageaient plus d’especes tandis que 1’océan
Pacifique semblait plus distinct; suggérant une connectivité plus limitée entre 1’océan
Pacifique et 1’Arctique. Ensuite, le chapitre III s’est intéress€ aux relations
phylogénétiques sur un genre particulier des amphipodes : les Themisto. La famille
des Hyperiidae dont les Themisto font partie, sont une famille exclusivement
pélagique. Leur habitat dans la colonne d’eau suggere de trés fort potentiel de
dispersion, pourtant la présence de nombreuses especes dans cette famille indique des
évenements d’isolement. En utilisant quatre génes mitochondriaux et nucléaires de
plusieurs especes, nous avons reconstruit par les méthodes bayésiennes et de
maximum de vraisemblance la phylogénie du genre des Themisto de 1’hémisphere
Nord. Nous avons mis en évidence au niveau du détroit de Béring la présence d’une
espece cryptique Themisto sp., confondus auparavant avec 1’espece Arctique 7.
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libellula et celle du Pacifique T. pacifica. Enfin les chapitres IV et V ont documenté
la connectivité a I’échelle des populations chez trois especes de Themisto de
I’Arctique. Nous avons pour cela caractérisé la diversité génétique avec les
marqueurs mitochondriaux chez 70, 123 et 33 individus de Themisto abyssorum, T.
libellula et Themisto sp. respectivement. L’étude des réseaux mitochondriaux suggere
la présence d’un potentiel refuge en profondeur chez T.abyssorum et la présence de
deux groupes distincts chez Themisto sp. L’utilisation du séquengcage RAD sur 158,
204 et 33 individus de T. abyssorum, T.libellula et Themisto sp. nous a permis de
caractériser plusieurs centaines de SNPs pour chacune de ces especes. L’analyse des
SNP chez chacune de ces especes a mis en évidence la présence de deux groupes
distincts. Chez T. abyssorum chacun de ces deux groupes semblait suggérer la
présence d’une structuration verticale. A I’inverse, chez T. libellula les deux groupes
semblaient correspondre a une séparation écologique. Enfin, chez Themisto sp. les
deux groupes correspondaient aux groupes identifiés avec les marqueurs
mitochondriaux, et indiquent la présence d’échanges tres restreints entre le Golfe de
I’Alaska et le détroit de Béring. Dans l'ensemble, nos résultats montrent que la
connectivité chez les amphipodes marins arctiques est limitée a la fois entre les
océans mais aussi a I’intérieur d’'un océan méme chez des especes qui passent toute
leur vie dans la colonne d’eau. Cela suggere que la connectivité chez les amphipodes
marins résulte de I’interaction entre des processus historiques mais aussi leur
adaptation a I’environnement qui limite les échanges a I’intérieur de leur population.

Mots-clés : Connectivité; Marin; Arctique; Amphipodes; Génomique; Themisto;

SNP; Phylogénie; Population.



INTRODUCTION

CHAPITRE I

1.1 Définition et intérét

A lintérieur de Daire de répartition d’une espéce, les individus ne peuvent pas
toujours s'unir aléatoirement du fait de contraintes géographiques ou
environnementales. Les unités a l'intérieur desquelles les individus s'unissent le plus
souvent sont appelées des populations (Waples et Gagiotti, 2006). Au cours du temps,
ces populations vont évoluer différemment et vont progressivement se différencier
génétiquement les unes des autres (Hey et Machado, 2003), conduisant a une
structuration spatiale des populations. Le degré par lequel les populations au travers
de I’aire de répartition d'une espece échangent des individus, jeunes ou adultes, est
appelée connectivité (Palumbi, 2003; Cowen et Sponaugle, 2009; Kool et al., 2013).
La connectivité englobe donc un aspect démographique et un aspect génétique. La
dispersion des individus aura un impact sur la population de départ (diminution du
nombre d’individus) et aussi sur celle d’arrivée (augmentation du nombre
d’individus) affectant ainsi la démographie des populations. En d’autres termes, la
connectivité démographique quantifie I’impact des mouvements des individus sur la
croissance démographique de la population (Lowe et Allendorf, 2010). Elle permet
d’assurer la stabilit¢ des populations en fournissant des immigrants qui compensent
les pertes locales ou en favorisant la colonisation des parcelles inoccupées (Cowen et
Sponaugle, 2009; Lowe et Allendorf, 2010). Quand les individus qui dispersent se
reproduisent dans une population, on parle de connectivité génétique. La connectivité

génétique se réfere donc au degré d’influence du flux génétique sur les processus



évolutifs au sein des populations (Hedgecok et al., 2007; Thomas et Bell, 2010).
Comprendre la connectivité est importante car elle permet de déterminer la résilience
d’une espece et son évolution en prévenant les exctinctions locales et en favorisant les

échanges génétiques (Kinlan et Gaines, 2003).

1.2 Connectivité en milieu marin

En milieu marin, la connectivité a longtemps été percue comme tres importante du
fait de I’absence de barriere évidente a I’intérieur des océans qui limite la dispersion
des individus et la présence de larves (Palumbi, 1994; Levin, 2006; Bohonak, 1999;
Hellberg, 2009). Certains exemples de connectivité tres fortes entre les poles ont été
rapportés chez des especes de foraminiferes (Darling et al., 2000) ou au large du
Japon et de la cote ouest africaine (Tsuchyia et al., 2009), ce qui suggere la présence
de forts échanges sur de grandes distances. Plusieurs études ont démontré que des
processus plus complexes étaient a 1I’ceuvre tels que la présence de discontinuités dans
I’habitat ou des facteurs intrinseques pouvant engendrer une connectivité restreinte en
milieu océanique (revues dans Peijnenburg et Goetze, 2013). Il est donc important de
mieux connaitre la connectivité et la dispersion en milieu marin pour améliorer
I’élaboration des aires marines protégées (Palumbi, 2003), et plus généralement la
conservation et le maintien de la biodiversité (Weersing et Toonen, 2007).
L’estimation de la connectivité marine s’avere complexe de parla présence d’un
stade larvaire chez plusieurs organismes marins (Levin, 2006; Weersing et Toonen,
2007), la difficulté de délimiter des populations (Kool et al., 2013), I’échelle spatiale
a laquelle la connectivité se passe (Cowen et al., 2006; 2007; Selkoe et Toonen,

2011).

1.3 Les facteurs influencant la connectivité

Les organismes peuvent disperser de maniere active ou passive lorsqu’ils dépendent
d’un agent externe pour le transport. Chez les disperseurs actifs, la dispersion va

dépendre surtout de leurs propres limites a se disperser (De Bie er al., 2012). A



I’inverse chez les disperseurs passifs, la capacité de dispersion va dépendre du
vecteur de dispersion et de I’environnement dans lequel ils évoluent (De Bie et al.,
2012). Beaucoup d’especes qui dispersent passivement vont utiliser des vecteurs
comme les plastiques, des animaux ou les eaux de ballasts ce qui rend leur dispersion
difficile a estimer (Thiel et Haye, 2006; Winston, 2012; Chan et al., 2013). Plus de
70% des organismes marins possedent une phase larvaire planctonique surtout dédiée
a la dispersion (Pinet, 2009). De par leurs petites tailles et leur faible capacité de
nage, ces larves vont se disperser passivement en étant transportées par
I’intermédiaire des courants, la distance de leur dispersion étant déterminée par la
durée pélagique de leur stade larvaire (DPL- Cowen er al., 2007). 1l existe une
corrélation entre la DPL et la distance de dispersion. Plus la DPL est petite (de I’ordre
de quelques heures a quelques jours) plus la distance de dispersion est faible (Shanks
et al., 2003; Bradbury et al., 2008). Par exemple, les échinodermes qui ont en
moyenne une DPL de plus de 40 jours ont une plus faible structuration des
populations et donc une plus grande capacité de disperion que les bryozoaires dont la
DPL est inférieure a 20 jours (Bradbury et al., 2008). Cette tendance est toutefois a
moduler. Shanks et al., (2003; 2009) soulignent que la DPL peut étre un mauvais
indicateur de la dispersion d’un organisme car d’autres facteurs comme le
comportement peuvent aussi 1’influencer. En milieu marin, beaucoup d’études sur la
connectivité ont été effectuées sur des especes a développement larvaire et peu
d’études existent sur les especes a développement direct aplaniques (Goetze, 2005;
2010; Peijnenburg et al., 2006; Werming et Toonen, 2009; Blanco-Berical et al,
2011; Winston, 2012; Blanco-Bercial et Bucklin, 2016).

1.3.1 Les facteurs intrinseques

Le comportement des larves influence aussi la dispersion des organismes marins (Folt

et Burns, 1999; Woodson et McManus, 2007). Au moins quatre comportements ont



été impliqués dans la structuration spatiale des organismes marins (Folt et Burns,
1999) : la migration verticale, I’évitement des prédateurs ou la recherche de
nourriture (Woodson et McManus, 2007). Par exemple, les larves du crabe Carcinus
maenas sont capables de rester a proximité des cotes car leur migration verticale leur
permet de se maintenir dans les courants qui les ramenent vers celles-ci (Marta-
Almeida et al., 2006). Souvent, les juvéniles d’especes d’invertébrés marins se
retrouvent proches de la surface pour éviter le cannibalisme par les adultes et sont
aussi associés a des niche différentes de ces derniers (Westawski et al, 2010),
contribuant a la structure génétique complexe souvent observée chez les especes

marines.

1.3.2 Les facteurs extrinseques

Les facteurs abiotiques jouent un role important dans 1’isolement et 1’orientation des
échanges en milieu marin (Weersing et Toonen, 2009). La présence de courants, de
gyres, ou de thermoclines va structurer spatialement les populations de maniere
moins linéaire que ce que 1’on pouvait supposer (Norris, 2000; White et al., 2010).
Méme a des échelles spatiales petites de I’ordre de quelques dizaines de kilometres et
en fonction des saions, les courants et les tourbillons marins peuvent moduler la
connectivité des populations par exemple en empéchant la mixité entre différents
pools de larves de différentes localités, contribuant ainsi a complexifier la structure
génétique des populations (Mitarai et al., 2009; Selkoe et al., 2010). Sur des échelles
spatiales plus grandes (>300km), des corrélations entre la présence d’une forte
structuration génétique c’est-a-dire une forte différentiaton génétique entre des
populations et des facteurs océanographiques ou environnementaux ont été trouvées
chez de nombreuses especes marines (Goetze, 2005; Selkoe et al., 2010; Havermans
et al., 2013; Blanco-Bercial et Bucklin, 2016). Par exemple, les courants au large de
Point Conception en Californie, sont probablement a 1’origine de la structuration de
plusieurs especes possédant un stade planctonique (Pelc et al., 2009). Néanmoins, les

études manquent a une échelle spatiale plus petite (<300km) (Selkoe et al., 2010).



1.3.3 La vicariance

Les processus de vicariance (phénomenes qui divisent une population en sous-
groupes a cause de phénomenes géologiques tel que la tectonique ou la diminution du
niveau de la mer) ont aussi influencé la structuration spatiale de beaucoup d’especes
marines (Norris, 2000; Heads, 2005). Par exemple, les premieres fermetures du
détroit de Panama vers la fin du Mésozoique (66 Ma) ou au début du Cénozoique (65
Ma) ont contribué¢ a I’isolement des populations marines du Pacifique et de
I’ Atlantique, conduisant a leur spéciation (Knowlton et al., 1993; revu dans Heads,
2005). Plus récemment, les oscillations climatiques du Quaternaire ont aussi
contribué a I’isolement et a la divergence entre les populations marines. En
particulier, le dernier maximum glaciaire survenu il y a 12000-24000 ans, pendant
lequel la couverture de glace formait une barriere physique entre les populations
marines, a contribué a la diminution du niveau de la mer de 135 m en dessous du
niveau actuel (Mix et al., 2001). La présence de cette couverture de glace a rendu
beaucoup d’habitats inappropriés pour plusieurs especes intertidales et du littoral,
aussi bien dans les régions tempérés que polaires, forcant leur distribution a se
déplacer plus au sud (Hewitt, 1996; Grosberg et Cunnigham 2001). Plusieurs études
ont documenté les conséquences de la derniere glaciation, survenue 10-12000 ans
auparavant, sur les populations marines (Marko, 2004; Maggs et al., 2008; Hardy et
al.2011; Coyer et al., 2011). La présence de refuges ou des populations ont pu étre
isolées et survivre a contribué a augmenter la structure génétique des populations

(Hewitt, 1996; Hardy et al., 2011).

14 Mesures de la connectivité



1.4.1 Les méthodes directes

Les méthodes directes de capture-marquage-recapture peuvent &tre utilisées pour
suivre les déplacements des organismes marins (Kool ef al, 2013). Ces méthodes
consistent a marquer des individus juvéniles, les relacher puis les re-capturer a un
endroit particulier, mais sont difficiles a mettre en ceuvre sur de petits organismes ou
sur de tres grandes échelles géographiques (Berry et al., 2004; Broque et Petit, 2009).
Le recours aux méthodes génétiques se veut une alternative incontournable pour
I’étude de la dispersion en utilisant les flux de genes qui sont la conséquence de la
dispersion des individus qui ont réussi a se reproduire dans leur population d’accueil.
(Hedgecock et al., 2007; Lowe et Allendorf 2010). L’estimation des flux de gene peut
se faire par deux grandes approches statistiques : les approches indirectes qui utilisent
la distribution spatiale de la variation génétique entre les populations par rapport a un
modele théorique et les approches directes, plus récentes, comme les assignations qui
vont permettre la détection des évenements de migration (Berry et al., 2004;

Hedgecock et al., 2007).

1.4.2  Approches indirectes

La différenciation génétique entre des populations sert généralement a estimer les
flux de genes en se basant sur un modele théorique (Bohonak et Roderick, 2001).
Lorsqu’un équilibre est atteint entre la perte de la variation a cause de la dérive et
I’arrivée de nouveaux alleles par la migration, selon un modele théorique, 1’indice de
différenciation Fst peut permettre d’estimer le taux de migration N.m par la relation

suivante:
Nem = (1- Fst)/(4 Fst)

ou N, est la taille effective de la population locale et m est la proportion de migrants
entrant dans la population a chaque génération. La valeur du Fst augmente du

minimum théorique de 0 (synonyme de forts flux de geénes et d’une absence de



structure génétique détectable) a un maximum de 1 (impliquant une absence de flux
de genes) (Grosberg et Cunnigham, 2001; Hedgecock et al., 2007). Cette relation
suppose que les populations se conforment a un modele théorique en 1iles ou les
populations de méme taille ont la méme probabilité d’échanger des migrants ce qui
est assez peu réaliste (Whitlock et McCauley, 1999; Grosberg et Cunnigham, 2001;
Neigel, 2002; Hedgecock et al., 2007; Lowe et Allendorf, 2010). Malgré cela, le Fsr
reste utilis€ comme une mesure de divergence relative entre les populations
(Bohonak, et Roderick, 2001; Neigel, 2002; Marko et Hart, 2011). D’autres modeles
de migration ont été développés (Figure 1.1). Le modele source-puits, dans lequel la
population source fournit les migrants aux populations puits (Figure 1.1a). Le modele
de migration pas a pas (« stepping-stone »), dans lequel des populations adjacentes
vont échanger plus de migrants que des populations éloignées (Hellberg et al., 2002)
(Figure 1.1c et 1.1d). Ce modele semble refléter davantage la réalité de beaucoup
d’organismes marins cotiers (Hellberg et al., 2002). Le modele de métapopulation,
quant a lui, permet d’intégrer une dynamique plus complexe des populations (Hanski
et Gaggiotti, 2004) (Figure 1.1e). En effet, la taille des populations peut varier au
cours du temps, allant méme jusqu’a disparaitre, et des migrants provenant de
populations voisines peuvent recréer une nouvelle population en occupant un
territoire ainsi libéré. Le principal avantage d’utiliser le Fst pour estimer la dispersion

est qu’elle ne nécessite que relativement peu d’individus (Gagnaire et al., 2015).



Figure 1.1 Modeles de structurations des populations (modifié d’apres
Frankham et al., 2009) : (a) le modele source-puits; (b) le modele en iles; (c) le
modele pas-a-pas ou « stepping-stone »; (d) le modele pas-a-pas a deux dimensions et
(e) le modele de métapopulations, ou les populations éteintes sont en blanc, les
populations nouvellement fondées sont en gris. Les fleches symbolisent la migration

entre les populations. Les cercles noirs symbolisent les populations.



N,
bas haut

bas , . L :

Populations fermées Clines géographiques
m Flux de géne

Populations ouvertes
haut
Figure 1.2 Différents scénarios de taux de migration et de différentiation

(modifié de Hellberg et al., 2002 et de Gagnaire et al., 2015). Le taux de migration
Nem dépend de la migration (m) et de la taille effective (N.). Le dégradé de couleurs

correspond au niveau de Fsr attendu selon les différents valeurs de m et de Ne.

Chez les organismes marins, cinq patrons de structures sont observés (Hellberg et al.,
2002)(Figure 1.2): allant de completement absents (forte connectivité- Fst nul)
jusqu’a completement isolés (connectivité nulle et Fst fort) en passant par des
structures intermédiaires avec des niveaux de Fsr intermédiaires. Toutefois, il est
difficile de généraliser les mesures de Fsr car il existe beaucoup de variations dans les
données génétiques utilisées pour les générer et les valeurs de Fst obtenues dépendent
du type de marqueurs utilisés (Hedgecock et al., 2007). La corrélation entre les paires
de Fsr et la distance géographique peut servir a détecter 1’isolation par la distance,
c’est-a-dire la corrélation entre les flux de genes et la distance géographique (Levin,

2006; Grosberg et Cunnigham, 2001). En fait, la structuration spatiale des especes
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marines est rarement concordante avec ces simples modeles de migration, et la
différenciation observée entre les populations est peu associée avec une tendance
géographique ou une stabilité temporelle (e.g. le chaos génétique- Johnson et Black,
1982; Selkoe et al., 2010). La valeur du Fsr refléte ’ensemble de la migration passée
et contemporaine, rendant les deux impossibles a distinguer par cet indice (Benzie,
1999). Cette approche a souvent été utilisée pour estimer la connectivité en milieu
marin chez les algues (Coyer et al., 2011), les crustacés (Thomas et Bell, 2010).
Cependant, utiliser les approches indirectes pour estimer la connectivité n’est pas
sans inconvénients. Les modeles utilisés dans I’estimation du Fsr repose sur certaines
prémisses qui sont souvent peu respectées. Premierement, I'inférence des flux de
genes suppose la neutralité des marqueurs utilisés. La sélection tend a influencer les
Fsr et si elle n’est pas prise en compte peut biaiser les taux de migration (Whitelock
et McCauley, 1999). Deuxiemement, ces modeles supposent que les populations sont
a I’équilibre mutation/ dérive ce qui est treés rarement le cas chez les populations
marines (Whitelock et McCauley, 1999, Gagnaire et al., 2015). Chez les populations
avec de tres larges effectifs comme les populations de nombreux organismes marins,
la dérive génétique n’a que peu d’influence comparativment a la sélection ce qui peut
conduire au non respect de cette prémisse (Peijnenburg et Goetze, 2013, Gagnaire et
al., 2015). Les modeles impliquent également des échanges symmétriques entre
populations, ce qui n’est pas souvent le cas chez les especes marines (Hellberg,
2009). De plus, la grande taille des populations marines résulte souvent en de tres
petits estimés de Fst avec de tres grands intervalles de confiance (Waples et al.,
2008), d’ou la difficulté de faire ressortir des différences significatives chez ces

especes marines lorsque le nombre de marqueurs moléculaires est peu élevé.
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1.4.3  Approches directes

Contrairement aux approches basées sur le Fsr, la détection d’évenements de
migration récent a travers des analyses de parenté ou d’assignation ont 1’avantage de
ne pas reposer sur un modele théorique (revu dans Manel et al., 2005; Hedgecock et
al., 2007; Marko et Hart, 2011). Ces méthodes permettent de visualiser les
mouvements des individus qui peuvent ou non se reproduire plutdt que les flux de
genes qui eux impliquent nécessairement la reproduction de 1’individu migrant dans
la population d’accueil (Gagnaire et al., 2015). Les approches directes ou méthodes
d’assignation peuvent se subdiviser en deux catégories: les méthodes de

classification et les méthodes de regroupement (Manel et al., 2005).

1.4.3.1 Méthodes de classification

Dans les méthodes de classification qui contiennent les analyses de parenté ou les
analyses d’admixture, les individus sont assignés a des catégories prédéfinies. Chez
un espece de corail Seriatopora hystrix, les analyses d’assignation ont permis de
mettre en évidence que la migration de plusieurs individus provenant d’un site non
perturbé permettaient de recoloniser un site perturbé (Underwood et al., 2007). En
appliquant ces techniques au poisson clown (Amphiprion polymnus) de Papouasie
Nouvelle Guinée, les auteurs ont pu identifier les juvéniles a leur population d’origine
(Saenz-Agudelo et al, 2009). Par contre, pour étre efficaces ces approches
nécessitent beaucoup de données, une bonne connaissance de la répartition de
I’espece et un bon échantillonnage pour pouvoir faire un bon estimé (Waples et
Gagiotti, 2006; Gagnaire et al., 2015). Pour les analyses de parenté, une contrainte
supplémentaire se rajoute a savoir un échantillonnage exhaustif afin de pouvoir
retracer les parents potentiels. Ces approches nécessitent donc un tres grand
échantillonnage a une échelle géographique pertinente limitant ainsi leur utilisation
dans le milieu marin aux organismes dont les distributions sont déja relativement bien

connues (Gagnaire et al., 2015). Les plupart des espéces marines ont des tailles
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effectives tres grandes de 1’ordre de centaines de milliers voire de millions
d’individus (Hayes et al., 2005; Peijneneburg et Goetze, 2013), rendant ces méthodes
difficilement applicables (Gagnaire et al., 2015). Méme si les méthodes génétiques
présentent certains avantages dans la rapidité de mise en ceuvre (Berry et al., 2004),
les méthodes d’assignation requierent un grand nombre de marqueurs par individu
qui peuvent étre parfois difficile a acquérir, notamment chez des organismes non-

modeles (Gagnaire et al., 2015).

1.4.3.2 Les méthodes de regroupement

Les méthodes de regroupement peuvent detecter des migrants sans nécessairement
avoir besoin d’avoir leur population d’origine, demandant donc moins d’effort
d’échantillonnage. La premicre étape avant de caractériser les échanges entre les
populations est de délimiter celles-ci (Waples et Gagiotti, 2006). Les méthodes de
regroupement vont estimer les populations mais aussi les migrants (Pritchard et al.,
2000). Ces méthodes d’assignation bayésienne se basent sur les génotypes des
individus pour tout d’abord estimer le nombre de population, k, qui correspond le
mieux aux données, puis assigner chaque individu a sa population potentielle (Pearse
et Crandall, 2004; Berry et al., 2004; Manel et al., 2005). Ainsi, ces méthodes ne
nécessitent pas de connaitre au préalable le nombre de populations,
puisqu’une « simple lecture » du génotype d’un individu permet de connaitre le
nombre de sous-populations. Elles permettent d’identifier et de tester la présence de
panmixie, c’est-a-dire si tous les échantillons proviennent d’une seule et méme
population, ou, dans le cas contraire, si une structuration existe (Manel et al., 2005).
Berry et al, (2004) ont comparé 1’efficacité de mesurer la dispersion avec cette
approche génétique versus une approche directe de capture-marquage-recapture chez
un lézard. Tres peu de différences dans les estimés de dispersion ont été mis en
évidence, démontrant que cette approche génétique était tout aussi fiable que les
estimés obtenus par une mesure directe. Toutefois, leur efficacité a detecter des

migrants diminue avec la differenciation génétique et la présence de structuration
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spatiale (Waples et Gagiotti, 2006). Ces méthodes sont de plus en plus utilisées dans
I’estimation de la connectivit¢é marine comme chez le maquerau de 1’Atlantique
Scomber scombrus L. (Rodriguez-Ezpelata et al., 2016), le homard américain
Homarus americanus (Benestan et al., 2015) ou le copépode Centropages typicus

(Blanco-Bercial et Bucklin, 2016).
1.5  Estimation du flux génique a I’aide de marqueurs moléculaires

1.5.1 Le polymorphisme nucléotidique

L’ADN mitochondrial (ADNmt) a longtemsps ét¢é un marqueur de choix pour
I’estimation du flux génique (Avise et al., 1987; Beheregaray, 2008; Hickerson et al.,
2010). Ses particularités, comme 1’absence de recombinaison, sa supposée neutralité,
et sa plus petite taille effective comparée a celle du génome nucléaire permettent
d’étudier les facteurs qui influencent la connectivité sur une grande échelle de temps,
allant de la structure des populations a la phylogénie ou les populations sont devenues
des especes a part entiere (Ballard et Whitelock, 2004). Jusqu’a tout récemment, les
études se basant sur des marqueurs nucléaires se limitaient a une dizaine de locus
répartis dans le génome (Reitzel ef al., 2013). Ces dernicres années, le séquencage de
génomes entiers a permis 1’identification du polymorphisme nucléotidique (Single
Nucleotide Polymorphisme (SNP)) permettant de comparer les individus a des
milliers de positions génomiques (Vignal et al., 2002; Morin et al., 2004; Kool et al.,
2013). Un SNP représente un seul changement de base dans une séquence d'ADN,
avec habituellement deux alternatives possibles a un locus (Vignal er al., 2002).
Jusqu’a récemment, caractériser les SNPs représentait un important défi (Brumfield et
al., 2003; Morin et al., 2004). Avec I’apparition et I’avancée des techniques de
séquencage haut-débit (Metzker, 2010), I’analyse approfondie du polymorphisme
nucléotidique devient de plus en plus abordable méme pour les organismes non-
modeles (Helyar et al., 2011). La méthode des RAD-tags, ou séquencage RAD,

utilise les enzymes de restriction associées au séquencage, ce qui permet en méme
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temps d’identifier et de génotyper plusieurs milliers de marqueurs distribués au
travers du génome (Davey et Blaxter, 2011; Davey et al., 2011). Brievement, cette
technique repose sur 'utilisation d’enzymes de restriction, qui vont couper le génome
a différents endroits (Figure 1.3). Chacun de ces fragments va subir une
transformation consistant en 1’ajout d’un identifiant propre a chaque individu et un
adapteur spécifique de la plateforme de séquencgage. Ensuite, ces fragments modifiés
de chacun des individus vont étre mélangés et coupés; seuls les fragments d’une
certaine taille seront retenus pour le séquencage (Davey et Blaxter, 2011; Davey et
al., 2011). Une fois le séquencage effectué, s’en suit un travail d’identification des
SNPs in silico, a partir de ’ensemble des fragments ainsi obtenus (appelés reads)
pour tous les individus. L’identification des SNPs ne nécessite pas nécessairement
d’avoir un génome de référence, c’est-a-dire un génome annoté d’une espece proche,
mais peut se faire de novo. Les reads identiques sont assemblés en s€quences uniques,
puis celles-ci sont comparées les unes par rapport aux autres. En autorisant seulement
un petit nombre de différences entre elles, les SNPs peuvent étre mis en évidence

(Davey et Blaxter, 2011).
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Figure 1.3 Etapes du séquencage RAD, de la digestion du génome 2 la
découverte des SNPs (tiré de Emerson et al., 2010). (A) Le génome est digéré par une
enzyme de restriction (Stbfl), les sites de coupure de I’enzyme sont matérialisés en
rouge. Sur chaque fragment coupé, un code-barres (en noir) est rajouté apres un
adaptateur. (B) Apres le séquengage, tous les reads identiques vont étre regroupés
ensemble pour former des piles. (C) Chaque pile va étre comparée deux a deux pour
identifier les SNPs. (D) Les piles qui ont un nucléotide de différence, si celui-ci est
retrouvé en suffisamment grande fréquence sur I’ensemble des échantillons, sera

considéré comme un SNPs. (E) Sinon, il ne sera pas retenu.

Le séquencage RAD est devenu de plus en plus populaire depuis 2011. Cette
technique a permis d’identifier et de génotyper plusieurs milliers de SNPs chez
plusieurs organismes marins comme 1’épinoche Gasterosteus aculeatus (Hohenlohe
et al., 2010); le homard américain Homarus americanus (Benestan et al., 2015); le
myside Euphausia superba (Deagle et al., 2015) et dernierement chez le copépode
Centropages typicus (Blanco-Bercial et Bucklin, 2016). L’avantage de cette
technique réside dans le grand nombre de marqueurs utilisés, ce qui permet de révéler

des structures de populations invisibles avec d’autres types de marqueurs. Chez le
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copépode Centropages typicus, les RAD-tags ont permis de mettre en évidence la
présence d’une structuration au niveau de I’océan Atlantique nord la ou d’autres
marqueurs n’avaient rien révélés (Blanco-Barcial et Bucklin, 2016). En milieu marin,
les études utilisant les SNPs sont encore trés peu nombreuses (Unal et Bucklin, 2010;
Benestan et al., 2015; Deagle et al., 2015; Blanco-Bercial et Bucklin, 2016). Chez
certaines especes a tres grands génomes telles que Euphasia superba, 1’identification
de SNP demeure problématique puisque de nombreux SNPs se trouvent dans des
endroits répétés du génome et qu’aucun génome de référence n’existe pour faciliter
leur identification (Deagle et al., 2015). L’utilisation de différents outils génétiques
combinés apportent différentes perspectives sur la structuration des populations et

leur connectivité (Hewitt, 2004; Hickerson et al., 2010).

1.5.2 Code-barres ADN

L’utilisation de données moléculaires a permis de révéler l'existence de complexes
d’especes cryptiques en milieu marin (espeéces morphologiquement similaires mais
génétiquement distinctes —Bickford et al., 2007) dans ce qui était autrefois considéré
comme une seule espece cosmopolite sur la base de caracteres morphologiques
(Knowlton, 1993; Grosberg et Cunnigham, 2001; Beheregaray et Caccone, 2007). La
technique du code-barre ADN (Hebert er al., 2003a) a permis de standardiser la
caractérisation des especes cryptiques, en utilisant un fragment d’environ 658bp
d’ ADN mitochondrial du gene du cytochrome oxydase c I (COI) pour discriminer les
especes animales. Cette région du COI permet de discriminer les especes sur la base
d’une différence entre la divergence intra et interspécifique. En effet, la divergence
observée plus faible a I’'intérieure des especes de métazoaires (typiquement <3%)
qu’entre les especes (10 a 25%; Hebert et al. 2003b). Pfenninger et Schwenk (2007)
ont démontré que la présence d’especes cryptiques n’est pas restreinte a des taxa
particuliers ou propres a certaines régions géographiques. En milieu marin, la
présence d’especes cryptiques est méme plutot commune (Radulovici et al., 2010;

Bucklin et al., 2011; Carr et al., 2011; Lorz et al., 2012; Appeltans et al., 2012;



17

Havermans et al., 2013). De récentes études estiment qu’il y a entre 0,7 et 2,2
millions d’especes marines (Mora et al., 2011; Appeltans et al., 2012), dont une
grande majorit€ ne sont pas encore connues (Pimm er al., 2014). La présence
d’especes cryptiques suggere que de nombreuses espeéces marines ont en fait des
distributions plus limitées et que les processus de spéciation en milieu marin peuvent
étre beaucoup plus complexes que ce que 1’on pensait (Hellberg et al., 2002;
Peijnenburg et Goetze, 2013). La présence de ces especes cryptiques souleve la
question de la spéciation en milieu marin. La spéciation, c’est-a-dire le processus par
lequel les populations deviennent génétiquement et reproductivement isolées, est
complexe et peut se faire de facon différente selon les especes (Palumbi, 1992; Norris
et Hull, 2011). Dans le milieu marin, deux types de mécanismes sont impliqués pour
expliquer I’apparition de nouvelles especes: les mécanismes basés sur 1’absence de
flux de gene et les mécanismes en présence de flux de gene (Norris, 2000).
L’isolement géographique conduit a la séparation physique d’une population en deux
sous-populations qui vont diverger pour devenir éventuellement au cours du temps
des especes distinctes (Palumbi, 1994), c’est la spéciation allopatrique (Coyne et Orr,
2004). Par exemple, la fermeture de I’isthme du Panama il y a environ 3 millions
d’années a contribué a la formation de plusieurs especes sceurs en isolant
physiquement les populations (Knowlton, 1993; Knowlton et Weigt, 1998, Lessios et
al., 1998). Comme il existe peu de barrieres dans les océans, la spéciation
allopatrique est assez peu commune (Palumbi, 1994). D’autres modeles de spéciation
ont été développés pour expliquer 1’apparition d’especes en présence de flux de genes
(revu dans Norris, 2000 et Coyne et Orr, 2004). La spéciation peut étre la
conséquence d’un effet fondateur, c’est-a-dire d’un groupe de migrants qui colonise
un nouvel habitat ou bien un groupe d’individus qui s’isole de la population
principale (i.e. spéciation péripatrique — Coyne et Orr, 2004). La spéciation peut
survenir en périphérie de l'aire de distribution d’une espece (i.e spéciation
parapatrique). La spéciation sympatrique ou les populations divergent alors qu’elles

partagent la méme aire géographique a particulierement intrigué les chercheurs.
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Plusieurs criteres sont nécessaires pour définir une spéciation sympatrique comme le
chevauchement des aires de répartitions ou une absence d’introgression c’est-a-dire
d’échange de geéne entre des especes génétiquement proches (Coyne et Orr, 2004;
revus dans Bolnik et Fitzepatrick, 2007). Le milieu marin semble se préter beaucoup
plus a la spéciation sympatrique ou parapatrique qu’allopatrique et quelques études
ont essayé d’identifier des cas de spéciation marine (e.g. Crow et al., 2010), mais ce

modele reste encore controversé (Fitzpatrick et al., 2009).

1.6  Le domaine d’étude : I’ Arctique

L’océan Arctique est un océan enclavé ayant de faibles connexions avec les deux
océans qui I’entourent, il est aussi bordé de mers peu profondes et d’un Archipel coté
canadien. L’océan Arctique est connecté avec 1’océan Pacifique par le détroit de
Béring et avec I’ Atlantique par le détroit de Fram. Tandis que les eaux de 1'Atlantique
se répandent dans I'ensemble de 1’océan Arctique via le détroit de Fram, les mers de
Barents et de Kara; les eaux du Pacifique longent les cotes canadiennes de 1’archipel
pour en ressortir au niveau de la baie de Baffin et des cotes du Labrador (Wassman et
al., 2015). Chaque masse d’eau transporte dans I’Arctique non seulement des
nutriments mais aussi des individus provenant des océans Atlantique et Pacifique
(revu dans Wassman et al., 2015; Bluhm et al., 2015). Néanmoins, 1’établissement de
ces especes dépendra de leur capacité a survivre et se reproduire dans les conditions

arctiques (Wassman et al., 2015).

L’océan Arctique est I’un des océans les moins bien connus (Wassman et al., 2011).
De ce fait, les connaissances sur la biodiversité marine arctique sont encore limitées
(Archambault et al., 2010; Hardy et al., 2011; Bluhm et al., 2011). Méme si peu
d’especes sont endémiques de 1’Arctique (Josefson et Moviesky, 2013), la
biodiversité marine arctique en général semble étre comparable a celle observée au

niveau des cotes du Pacifique et de 1’Atlantique canadien (Darnis et al., 2012).
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Quelques études ont été réalisées pour répertorier les especes marines présentes dans
I’océan Arctique (Sirenko, 2001; Bucklin ef al., 2010a;b; Kosobokova et Hopcroft,
2011; Bucklin et al., 2011; Bluhm et al., 2011), démontrant que la diversité dans
I’océan Arctique est encore sous-estimée. De plus, la mise en place d’un projet de
recensement de la biodiversité polaire (Polar Barcode of Life) a I’aide de la technique
du code-barres ADN, a permis d’améliorer ces connaissances, méme Si certaines
zones sont encore méconnues (Archambault ez al., 2010; Bluhm et al., 2011). Cette
biodiversité marine arctique est le résultat de I’histoire complexe de ce milieu (Hardy
et al., 2011) et des échanges avec les océans Pacifique et Atlantique limitrophes.
L’océan Arctique se compose de deux parties : la partie canadienne, ancienne et
datant du Crétacé (65 Ma), qui est isolée d’une partie eurasienne plus récente (55 Ma)
par les dorsales du Lomonosov et d’ Alpha-Mendeleyev (Clarke, 1988). A 1’opposé de
ces deux bassins profonds, les mers adjacentes de I’Arctique forment un des
écosystemes les plus changeants au monde, caractérisé par d’importantes variations
hydrographiques, saisonnieres et environnementales (Carmack et Wassmann, 2006).
De plus, les multiples ouvertures du Détroit de Béring ont permis 1’invasion de taxons
du Pacifique dans I’ Atlantique, conduisant 2 une homogénéisation de la composition
de la faune au niveau de I’Arctique (Vermeij, 1991; Hardy et al., 2011). Plusieurs
études ont montré que les océans Pacifique et Atlantique ont contribué a la
colonisation de I’ Arctique (Vermeij, 1991; Addison et Hart, 2005; Coyer et al., 2011;
Hardy et al., 2011; Carr et al., 2011; Palumbi et Kessing, 1991; Dodson et al., 2007).
D’apres la plupart de ces études, il semble que I’océan Pacifique ait joué un rdle
important dans la recolonisation suite aux dernieres glaciations (Vermeij, 1991).
Toutefois, 1’Atlantique semble aussi avoir eu un rdle plus important dans la
recolonisation de 1’ Arctique chez certaines especes comme les polychetes (Carr et al.,

2011).

Les variations du niveau des mers il y a 2,4 millions d’années durant le Pléistocene

ont entrainé une fermeture périodique des connexions entre les océans. Cela a isolé
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I’archipel canadien et I’océan Arctique de I’océan Pacifique (Matthiessen et al., 2009)
et favorisé la divergence entre les populations par des évenements de
colonisations/extinctions (Hewitt, 1996; Cunningham et Collins, 1998), ou de
renforcement (Coyne et Orr, 2004). Le détroit de Béring représente la seule ouverture
entre ’océan Arctique et I’océan Pacifique et les multiples ouvertures et fermetures
de ce détroit au cours du temps ont eu une grande influence sur la faune arctique
(Vermeij, 1991). Ainsi, au moins six événements d’ouverture du détroit de Béring ont
été documentés (Harris, 2005), mais la derniere submersion il y a environ 15 000 ans
a permis I’ouverture définitive du détroit pour les organismes marins. Les premiers
échanges transarctiques sont estimés aux alentours de 3,5 Ma (Vermeij, 1991); méme
si les premieres ouvertures du détroit de Béring sont datées autour de 5,5 Ma
(Gladenkov et al. 2002) ou méme antérieurement (17Ma- Sher, 1999). Plusieurs
études ont documenté les échanges transarctiques chez les échinodermes (Palumbi et
Kessing 1991; Hardy et al. 2011), les bivalves (Vainola 2003; Nikula et al. 2007), les
algues (Van Oppen et al. 1995 ; Coyer et al. 2011), le capelan (Dodson et al. 2007)
ou les polychetes (Carr et al. 2011), montrant I'influence de la dynamique de ce

détroit dans la biodiversité arctique.
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Figure 1.4 Carte des différentes zones refuges et zones de contacts secondaires

en Arctique (modifié d’apres Hardy ef al.,, 2011). Les étoiles représentent les zones

refuges. Les triangles représentent les zones de contacts secondaires.

L’océan Arctique est un environnement particulier de par la présence de glace. La
couverture de glace en Arctique a varié au cours du temps (revu dans Polyak et al.,
2010) et les oscillations climatiques passées ont eu aussi un impact sur la

structuration de la biodiversité marine arctique (Hardy et al., 2011; Bucklin et al.,
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2010a). Durant le Pliocene (~3Ma), une couverture de glace était déja présente en
Arctique (Matthiessen et al. 2009), réorganisant fortement le systeme Arctique
(Polyak et al., 2012). Toutefois, ce sont surtout les cycles de glaciations du
Quaternaire, notamment le dernier maximum glaciaire aux alentours de 15 000 ans,
qui ont eu énormément de conséquences sur les populations marines (Hewitt, 1996;
Hardy et al., 2011; Maggs et al., 2008). Les cycles de glaciations ont recouvert
I’ Arctique de glace, contribuant a 1’expansion des populations des especes arctiques
qui se rétractaient en périodes interglaciaires (Provan et Benett, 2008). Ces
fluctuations démographiques ont influencé aussi la diversité génétique de ces
populations (Hewitt, 1996; 2004; revu dans Maggs et al., 2008, Allcock et Strugnell,
2012). La présence de zones refuges a permis a certaines populations de survivre
mais aussi de diverger pendant les périodes glaciaires, conduisant a la présence
d’alleles endémiques de ces zones refuges (Slatkin, 1995- allele privé). Dans 1’océan
Arctique, quelques zones refuges ont été identifiées (revu dans Hardy et al., 2011;
Figure 1.4), notamment en Béringie, contribuant a maintenir une certaine diversité
dans les populations d’especes arctiques. Des zones de contacts secondaires ont aussi
été mises en évidence en Arctique. Ces zones correspondent a la rencontre de
différentes populations provenant de différents refuges. Comme les zone refuges, les
zones de contacts secondaires se caractérisent par une forte diversité génétique mais

un réseau d’haplotypes différents (Figure 1.5).
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Figure 1.5 Exemples de modeles de réseaux d’haplotypes et de distribution des

fréquences alléliques en fonction d’un gradient Nord (N)- Sud (S), sous différents
scénarios de refuges et recolonisations (modifi€ de Maggs et al., 2008). Pour chaque
modele, un réseau de 5 ou 6 haplotypes, numérotés de 1 a 5-6, est représenté en haut,
et leur fréquence dans quatre populations (a—d). Dans tous les cas, 'allele 6
correspond a un allele privé restreint a une région particuliere. (A) Le modele nul
dans lequel aucun changement dans les fréquences n’est observé en fonction de la
latitude. (B) Le modele représente un gradient de la richesse allélique qui décline de
la zone refuge au Sud vers le Nord. (C) Le modele représente le cas d’un contact

secondaire entre deux populations isolées dans des refuges distincts.
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Le milieu Arctique change plus rapidement que n’importe quelle autre région
(Wassman et al.,, 2011; Wassman, 2011; Wassman et al., 2015; Cronin et Cronin,
2015). Depuis plusieurs décennies, la couverture de glace de 1’océan Arctique
diminue pour atteindre des minimums records (Vihma, 2014). Cette diminution de la
couverture de glace a plusieurs conséquences sur la faune mais aussi sur les activités
anthropiques dans les hautes latitudes. Premieérement, la diminution de la couverture
de glace saisonniere libere de nouvelles routes navigables, entrainant des
conséquences écologiques et économiques importantes (Corbett et al., 2010). Avec
I’augmentation du trafic maritime, les risques de catastrophe ou d’invasion d’especes
non-indigeénes par le relargage des eaux de ballasts sont accrus (Chan et al., 2013).
Deuxiemement, la perte de glace en Arctique est synonyme de perte d’habitat pour de
nombreuses especes (Brierley et Kingsford, 2009). Plusieurs especes sont
dépendantes de la glace pour survivre, comme 1’ours polaire (Ursus maritimus). La
diminution de la glace diminue 1’acces des ours a leurs proies et affecte leur survie
(Rode et al., 2012). Troisiemement, la perte de glace peut avoir un impact sur la
production primaire (Arrigo et al., 2008), et sur la migration verticale du zooplancton
(Berge et al., 2009). Les changements globaux qui surviennent actuellement
entrainent un réchauffement des eaux arctiques qui vont aussi avoir des conséquences
sur la faune marine. Un réchauffement de moins de 4°C va étre souvent « bénéfique »
pour la plupart des especes en accélérant leur croissance et en diminuant la durée de
leur phase larvaire (Byrne, 2012). Par contre, le réchauffement des eaux permet aussi
aux especes boréales d’étendre leur zone de distribution plus au nord. Plusieurs
études ont documenté un changement dans les aires de répartition de certaines
especes marines qui remontent vers de plus hautes latitudes du fait du réchauffement
de I’eau (Kuzmin et al. 1998 ; Anderson et Piatt, 1999; Berge et al. 2005; Grebmeier
et al. 2006 ; Mueter et Litzow, 2008; Agnalt e al. 2011; Wassman et al. 2011; Kraft
et al., 2013b). De plus, la présence de la diatomée Neodenticula seminae du Pacifique
dans la mer du Labrador apres 800 000 ans d’absence coincide avec les récents

changements observés en Arctique (Reid et al., 2007; Wassman et al., 2011; 2015). Il
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est probable que, ces prochaines années, ces phénomenes de migration chez d’autres
especes marines deviennent de plus en plus courants et de plus en plus fréquents
(Wassman et al., 2015). En plus de modifier la distribution des especes, le
réchauffement des océans modifie aussi 1’environnement marin dans lequel elles

évoluent.

1.7 Les Amphipodes

Les crustacés de I’ordre des amphipodes sont retrouvés aussi bien dans les milieux
aquatiques que terrestres a toutes les latitudes. Ils possedent une grande diversité en
espece ainsi qu’au niveau morphologique rendant leur identification parfois difficile
(Browne et al., 2007). Ils sont caractérisés par un développement direct c’est-a-dire
qu’ils ne produisent pas de larves ainsi qu’une absence d’organe natatoire les limitant
dans leur dispersion sur de grandes distances (Vdinoli et al., 2008; Radulovici, 2012).
On connait que tres peu de chose sur la diversité génétique des amphipodes. Aucune
étude a ce jour n’a été réalisée sur les échanges génétiques entre les populations
d’amphipodes marins. Pourtant, en Arctique, les amphipodes domine la macrofaune
en terme d’abondance et de biomasse (Josefson et Mokievsky, 2013), et comme tous
les autres organismes arctiques, les changements climatiques vont aussi affecter la

diversité des amphipodes ainsi que leurs populations.

1.8 Les objectifs de these

Les conditions environnementales extrémes, les importants apports en eaux douces
par les fleuves, ainsi que I’histoire complexe de 1’océan Arctique ont influencé les
échanges avec les océans limitrophes mais aussi les échanges entre les populations
arctiques. Pourtant, les études sur la connectivité marine montrent des inégalités dans
les zones d’études, dans les échelles spatiales et les organismes étudiés (Bouchet,
2006; Tittensor et al., 2010; Archambault et al., 2010). Notamment, le milieu arctique
comporte encore certaines zones d’ombre, en particulier 1’Archipel canadien.

L’objectif général de ma theése est de documenter la connectivité en milieu marin



26

arctique a différentes échelles spatiales et taxonomiques afin de détecter la présence

éventuelle de barriere a la dispersion, en utilisant comme modeles les amphipodes

(Figure 1.6).

associated DNA sequencing.
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Figure 1.6 Diagramme récapitulatif de la démarche de la these. OTU=

operational taxonomic unit; MtDNA= ADN mitochondrial; Rad-seq= Restriction site
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1.7.1 Objectif 1(Chapitre II): Connectivit¢é a 1’échelle tri-océanique chez les
amphipodes
Les glaciations du Pléistocene ont joué un role important sur la biodiversité marine
arctique (Hardy er al, 2011), plus particulierement dans la subdivision des
populations de nombreux organismes aquatiques canadiens (Vermeij, 1991; Carr et
al., 2011; Layton et al., 2014). De plus, le sens des courants remontant du Pacifique
vers I’ Arctique permet I’arrivée de taxa du Pacifique dans 1’ Arctique, mais empéche
les taxa de I’ Atlantique de coloniser le Pacifique (Vermeij, 1991). Récemment, une
étude sur la biodiversité des polychetes au niveau des trois océans canadiens a mis en
évidence que 1’océan Pacifique jouait un rdle mineur dans la recolonisation de

I’ Arctique (Carr et al., 2011).

Plusieurs especes d’amphipodes sont endémiques de I’ Arctique. Sirenko (2001) en
dénombre plus de 550 especes, dont une majorité appartient a la famille des
Gammaridae. Néanmoins, I’identification morphologique de ces especes peut étre
souvent problématique a cause de la présence de caracteres homoplasiques
(Radulovici et al., 2010 ; Machida et al., 2009); pour cette raison, ’utilisation du
code-barres ADN pour identifier les especes peut représenter un certain avantage
(Lefébure et al., 2006, Costa et al., 2007, Matzen da Silva et al., 2011). La technique
du code-barres ADN permet de s’affranchir de certaines difficultés taxonomiques en
identifiant les especes a un niveau moléculaire. La généralisation de cette technique
pour I’identification et la création d’une plate-forme de code-barres ADN (BOLD :
Barcode Of Life Database), permet de réaliser des méta-analyses utiles pour

I'évaluation de barrieres a la dispersion, et ’estimation de la connectivité sur de

grandes échelles géographiques (Carr ef al. 2011).

L’utilisation de données génétiques pour délimiter les especes représente un outil
attractif pour décrire la biodiversité plus rapidement, surtout dans le contexte actuel

de crise environnementale. En se basant sur les séquences de nucléotides, les especes
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peuvent étre définies, sur la base de leur divergence, en OTU (Operational
Taxonomic Unit) qui représente une espece potentielle (Vogler et Monaghan, 2007;
Goldstein et DeSalle, 2011). 11 existe plusieurs méthodes pour délimiter les especes
en utilisant les données moléculaires qui se regroupent en deux grandes catégories :
les méthodes qui utilisent les arbres phylogénétiques et celles qui utilisent les
distances génétiques (revues dans Goldstein et DeSalle, 2011; Delicour et Flot, 2015).
Les méthodes basées sur les arbres vont définir les especes sur la base de leur
monophylie. Les méthodes basées sur les distances vont définir les especes en se
basant sur un seuil au-dela duquel deux séquences seront considérées comme
appartenant a des especes distinctes. Initialement, un seuil de 3% a été utilisé pour
délimiter les especes (Hebert et al. 2003b). Ce seuil est encore souvent utilisé pour
définir les especes méme si des critiques existent. En effet, dans certaines études, il a
été démontré que cette valeur avait tendance a surestimer le nombre d’especes
notamment chez les crustacés (Lefébure er al., 2006). Un autre seuil de 16% a été
proposé pour délimiter les crustacées y compris les amphipodes (Lefébure et al.,
2006). Néanmoins, ce seuil n’a été estimé que sur une seule famille d’amphipodes :
les Gammaridae, mais a ce jour aucun seuil n’est défini pour délimiter 1’ensemble des

especes d’amphipodes.

Le premier chapitre de cette these a pour objectif de décrire et d’examiner les patrons
de connectivité des amphipodes entre les océans Arctique, Pacifique et Atlantique en
utilisant la technique du code-barres ADN. En se basant sur 1’orientation des courants
arrivant du Pacifique vers 1’ Arctique, 1’ Archipel canadien doit échanger plus avec le

Pacifique qu’avec I’océan Atlantique.

Hypothese 1: Le Pacifique a joué un role majeur dans la colonisation de la faune

marine arctique chez les amphipodes.

Prédiction : L’océan Arctique aura davantage d’OTUs en commun avec 1’océan

Pacifique qu’avec I’océan Atlantique.
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Pour répondre a cet objectif, nous avons échantillonné des amphipodes provenant de
I’ Archipel canadien, dont nous avons obtenu les codes-barres. En parallele, nous
avons récupéré sur la base de données BOLD les séquences COI de tous les
amphipodes des océans Atlantique, Arctique et Pacifique. A partir de cet ensemble de
données, nous avons utilisé différents seuils pour définir les OTUs présentes dans
chacun des océans. Nous avons aussi estimé un seuil a I’aide d’une méthode
bayésienne. Nous avons comparé les performances de chacun des seuils dans

I’identification et la délimitation des especes d’amphipodes.

1.7.2  Objectif 2 (Chapitre III) : Phylogénie d’un genre pélagique d’amphipode

Par définition, les especes holozooplanctoniques passent leur vie entiere dans la
colonne d’eau. Cette caractéristique implique un potentiel de dispersion tres grand
médié par les courants. Pourtant, plusieurs études génétiques ont révélé la présence
d’especes cryptiques chez les taxa pélagiques (Goetze, 2005; 2010; Lorz et al., 2012;
Havermans et al., 2013), suggérant la présence d’une isolation et une spécialisation
environnementale plus importante que ce qui était attendu traditionnellement chez ces

especes (Norris, 2000; Goetze, 2005).

Parmi les amphipodes, dont la plupart des especes sont a majorité benthiques, le sous-
ordre des Hyperiidae se distingue par son mode de vie pélagique (Browne et al.,
2007). Au niveau des régions polaires, le genre Themisto est important en termes de
biomasse et d’abondance (Bowman 1960). En Arctique, deux especes vivants en
sympatrie sont retrouvées : Themisto libellula et Themisto abyssorum. Cependant,
leur teneur en lipides semble indiquer des préférences écologiques différentes 7.
libellula semblant étre plus proche de la surface et dépendant de la glace alors T.
abyssorum semble étre d’origine sub-arctique et associée a des eaux plus profondes

(Dunbar, 1957; Koszteyn et al. 1995; Auel et al. 2002). Etudier les relations
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phylogénétiques entre les différentes especes de Themisto permettrait de mieux

comprendre les processus de spéciation en milieu marin.

Afin de mieux comprendre les relations entre les différentes especes de Themisto,
nous avons utilis€ différents marqueurs mitochondriaux et nucléaires pour
reconstruire une phylogénie du genre a 1’échelle de I’hémisphere Nord. Pour cela
nous avons obtenu plusieurs spécimens provenant des océans Pacifique, Atlantique et
Arctique auxquels nous avons ajouté les données d’un Themisto du Pacifique (T.
pacifica) provenant d’une autre étude (Hurt er al., 2013). Nous avons reconstruit les
phylogénies par maximum de vraisemblance et par inférence bayésienne de chacun

des genes, puis apres vérification, nous avons reconstruit une phylogénie du genre.

1.7.3  Objectif 3 (Chapitre IV): Structure des populations au niveau de 1’archipel
canadien

Dans I’hémisphere nord, il a été avancé que la diversité génétique diminue quand la
latitude augmente (Hellberg er al., 2001; 2009), étayant une colonisation du pdle
apres la période glaciaire du Pléistocene (Hellberg, 2009). Chez les especes marines
arctiques, la présence de refuges ou les especes auraient pu survivre a pu contribuer a
maintenir un certain niveau de diversité génétique. Quelques études (Fedorov et
Stenseth, 2002; Hardy er al., 2011) ont montré que les populations de 1’archipel
canadien résultaient d’un contact secondaire entre des populations provenant de
différents refuges. Néanmoins, ces études ne combinaient pas plusieurs marqueurs
génétiques. En fait, tres peu d’études sur la structuration des populations marines ont
utilis€ une combinaison de différents marqueurs. Moins d’une quarantaine d’études a
ce jour, ont été réalisées sur les especes holozooplanctoniques et aucune n’a encore
été conduite sur une espece provenant de I’ Arctique en utilisant le séquencage a haut

débit (Beheregaray, 2008; revu dans Peijnenburg et Goetze, 2013).
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L’archipel canadien est caractéris€ par un ensemble de chenaux plus ou moins
profond, traversé par un courant principal unidirectionnel provenant de la mer de
Beaufort en direction de la baie de Baffin. Le sens des courants au niveau de
I’ Archipel devrait orienter les échanges entre les individus rendant les populations
relativement homogenes. L’objectif de ce chapitre est de caractériser la diversité

génétique de deux especes de Themisto au niveau de 1’ Archipel canadien.

Hypotheése: L’Archipel canadien est une zone récemment recolonisée a partir de

zones refuges.

Prédiction : Pour chaque espece, les réseaux d’haplotypes mitochondriaux devraient

porter la signature d’un contact secondaire.

Hypothese : Les Themisto sont des especes pélagiques qui dispersent sur de grandes

distances.

Prédiction : En I’absence de barriere a la dispersion au niveau de 1’Archipel, une

faible ou aucune structuration spatiale au niveau nucléaire ne sera détectée.

Pour tester ces hypotheses, nous avons échantillonné des Themisto au niveau de
I’ Archipel canadien et du Détroit de Béring. Dans un premier temps, nous avons
vérifié la présence de structuration a I’aide de marqueurs mitochondriaux. Le lien
entre la distance génétique et géographique a été vérifié a 1’aide d’un test de Mantel.
Dans un deuxieme temps, a 1’aide du génotypage par séquencage RAD-seq, nous
avons estimé la présence de structuration spatiale plus fine. L’analyse discriminante
par composante et une méthode d’assignation bayésienne ont aidé a détecter la

présence de groupes génétiques distincts.
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1.7.4  Objectif 4 (Chapitre V): Structure des populations au niveau du détroit de
Béring
L’objectif 2 a permis de mettre au jour la présence en Arctique au niveau du détroit
de Béring d’une espece cryptique dénommée provisoirement 7hemisto sp. Comme
aucune information n’est disponible sur cette espece, I’objectif de ce chapitre est de
caractériser la structure génétique de cette espece. Au niveau du détroit de Béring, les
courants proviennent du Pacifique et vont vers 1’ Arctique. Chez le copépode Calanus
glacialis, 11 a été montré que ces courants favorisaient I’arrivée des copépodes en
Arctique mais que l’environnement arctique limitait encore leur établissement
(Nelson et al., 2009). La Béringie est délimitée au sud par les iles Aleutiennes. Au
niveau de ces iles, chez la morue du Pacifique, des isolements entre les populations
du Pacifique Nord et de 1a Béringie ont été caractérisés (Spies, 2012), démontrant que
malgré la présence de ces courants, d’autres facteurs limitent la connectivité entre les

populations de part et d’autres de ces iles.
Hypothese: Themisto sp. forme une seule grande population en Béringie.

Prédiction: Comme les courants au niveau de la Béringie proviennent du Pacifique et
vont vers I’ Arctique, on s’attend a n’observer aucune structuration pour cette espece

au niveau de la Béringie.

Pour répondre a cet objectif, nous avons obtenu des Themisto sp. provenant de quatre
sites répartis du Golfe de I’ Alaska a la mer de Tchouktche. Nous avons vérifié la
présence d’une structuration spatiale a 1’aide des marqueurs mitochondriaux et des
SNPs obtenus par séquencage RAD. Les analyses de diversité ainsi que les tests

d’assignation ont permis de vérifier la présence éventuelle d’une panmixie.
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2.1 Résumé

Comprendre la distribution de la biodiversité marine est essentielle pour mieux
évaluer I’impact des changements globaux. La faune marine Arctique est dominée par
les amphipodes. Méme si les amphipodes représentent un ordre important des
crustacés, leurs nombres dans les océans canadiens est actuellement inconnu. Les
especes de cet ordre sont connues pour étre difficile a distinguer sur une base
morphologique a cause de lacune dans leur description taxonomique ou la présence
d’homoplasie dans les caracteres. Le code-barres ADN est un outil qui permet
d’utiliser une séquence ADN pour identifier et délimiter les espeéces. L’objectif de
cette étude est d’estimer la biodiversité des amphipodes marins au niveau des trois
océans canadiens en utilisant le code-barres ADN. Pour ce faire, nous avons produit
une base de données a partir des séquences publiques d’amphipodes provenant de la
base des codes-barres ADN BOLD, auxquelles nous avons ajouté 374 nouvelles
séquences provenant de 1’Archipel canadien. Dans un premier temps nous avons
délimité les especes en utilisant divers seuils proposés dans la littérature et un seuil
estimé par une méthode bayésienne ABGD. Nous avons par la suite comparé la
composition en amphipodes de chacun des océans afin de mettre en évidence
I’influence des océans Atlantiques et Pacifiques sur la biodiversité Arctiques.
L’analyse de 2557 séquences représentant 243 especes potentielles révelent une forte
connectivité entre les océans Arctique et Atlantique. Nos résultats suggerent qu’un
seul seuil pour délimiter les especes n’est probablement pas le plus adapté chez les
amphipodes. Cette étude met en lumiere le défi de délimiter les especes sur la base
d’un code-barres ADN et I'urgence d’augmenter les inventaires de code-barres chez

les invertébrés marins.

Mots-clés: Code-barres; Amphipode; Arctique; Biodiversité; Marin; Trans-

Arctique
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2.2 Abstract

Monitoring the distribution of marine biodiversity is a crucial step to better assess the
impacts of global changes. Arctic marine fauna is dominated by amphipods in terms
of abundance and biomass. Amphipods represent an important marine order of
crustaceans but the number of species found in the different Canadian oceans is
currently unknown. This group represents a taxonomic challenge due to poor
taxonomic descriptions and morphological homoplasy. The aim of this study was to
assess the biodiversity of marine amphipods in the three Canadian oceans using DNA
barcodes. To do so, we produced a database of DNA barcodes of amphipods from the
three Canadian Oceans publicly available from the BOLD website to which we added
374 new sequences from the Canadian Arctic Archipelago. We first delimited
amphipod species based on various thresholds and estimated the appropriate barcode
gap with the ABGD method. We then compared the composition of amphipods
among the three oceans in order to assess the influence of past transarctic exchanges
on Arctic diversity. Analysis of 2557 sequences representing 243 provisional species
revealed high connectivity between the Atlantic and Arctic Oceans. Our results also
suggest that a single threshold to delimitate species is not suitable for amphipods.
This study highlights the challenges involved in species delimitation and the need to

obtain complete barcoding inventories in marine invertebrates.

Key-words: DNA barcoding; Amphipods; Arctic; Biodiversity; Marine; Trans-

arctic
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2.3 Introduction

Oceans cover most of the planet, but are still poorly known in terms of biological
composition and species richness (Angel, 1993; Webb et al., 2010; Archambault et
al., 2010, Appeltans et al., 2012). As climate changes and human pressures are
growing, understanding the distribution of marine biodiversity is a crucial step
towards an effective monitoring of marine ecosystems (Webb et al., 2010). Numerous
species of marine invertebrates are still awaiting taxonomic description (Appeltans et
al., 2012). Marine crustaceans are notoriously difficult to identify to the species level
by traditional approaches due to their enormous morphological diversity and because
morphological stasis is frequent in this group (Knowlton, 1993; Radulovici et al.,
2010). DNA barcoding proposed by Hebert et al., (2003a) is a method for identifying
unknown specimens based on mitochondrial DNA (mtDNA) sequences. This
technique has proven to be a very important tool to flag cryptic species in crustaceans
(Radulovici et al, 2009). Despite a decade of barcoding, only 7000 crustacean
species have been barcoded out of a total of 67,000 described species and it is
estimated that there could be as many as 150,000 species (Raupach and Radulovici,

2015).

Identification and estimation of species diversity based on a single genetic locus often
appears the best option available for groups for which taxonomy is poor or inexistent
(Pulliandre et al., 2012; Carstens et al., 2013). DNA barcode can be used to assign
unknown individuals to taxonomic entities based on sequence similarity (Vogler and
Monaghan, 2007, Goldstein and DeSalle, 2011). Inexact matches are either grouped
with taxa present in the database or identified as new to the database based on
whether they fall within a threshold of sequence similarity (Volger and Monaghan,
2007). Therefore delimiting species based on barcode requires setting a specific
threshold beyond which two sequences will belong to different putative species
referred as operational taxonomic units (OTUs). Traditionally, this threshold

corresponds to the gap (i.e. barcode gap) observed among intraspecific and
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interspecific distance distributions. Clustering methods are the most popular methods
to delimitate species based on genetic distance (Kekkonen et al., 2014). Diverse
methods exist to estimate the threshold used to group sequence into provisional OTU.
The standard distance cut-off of 10 times the distance within species proposed by
Hebert et al., (2004), was too conservative and failed to detected some new species
(Hickerson et al., 2006; Knowles and Carstens, 2007). The method proposed by
Lefébure et al., (2006) aims to test the correlation between taxonomic ranks and
molecular divergences and determine the appropriate molecular thresholds to help
taxonomic decision. More recently, an alternative approach based on Bayesian
methods, automatically finds the distance were the barcode gap is (ABGD- Pulliandre
et al.,, 2012). All these methods take the advantage of the widely used cytochrome c
oxidase (COI) mitochondrial gene for delimitating species. In crustaceans, barcode
gap detection as proposed by Lefébure ef al., (2006) has proven to be an efficient tool
to discriminate crustaceans’ species like decapods (da Silva et al, 2011) and

amphipods (Costa et al., 2009).

Despite the fact that Arctic regions are already impacted by global warming, the
Arctic Ocean is one of the less understood region in the world and its marine
biodiversity is one of the least characterized (Wassman, 2011; Bluhm et al., 2011;
Josefson and Mokievsky, 2013; Wassman et al., 2015). Arctic marine biodiversity
has been shaped by the complex history and environment of this region. At least six
openings of the Bering Strait since 5.5 million years ago have allowed trans-Arctic
exchanges and invasions of the North Atlantic region by the North Pacific species
(Vermeij, 1991; Gladenkov et al, 2002; Heads, 2005). Moreover, Quaternary
glaciations have pushed some taxa out of the Arctic and recolonisation of the Arctic
occurred from neighboring oceans during interglacial periods (Hardy e al., 2011).
Several studies have documented these transarctic exchanges in molluscs (Vermeij,
1991; Layton et al., 2014); in algae (Coyer et al., 2011); in fishes (Dodson et al.,
2007; Palsson et al., 2009) and in polychaetes (Carr et al., 2011). So, over millions of
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years, marine species have dispersed through the Arctic several times leading to a

complex pattern of biodiversity (Hardy et al., 2011).

Arctic marine fauna is dominated in terms of abundance and biomass by amphipods
(Josefson and Mokievsky, 2013). Amphipods are small crustaceans characterized by
a direct development and weak active dispersal capabilities (Vidinold et al.,, 2008).
These characteristics favor cryptic speciation and endemism, and prevent widespread
distribution as has been demonstrated for isopods (Raupach et al., 2007). Despite
their key role in the arctic food web (Darnis et al., 2012), little is known about the

biodiversity of Arctic marine amphipods.

The aim of this study was to investigate the biodiversity of marine arctic amphipod
using DNA barcodes. In order to achieve this objective, we reviewed the public
sequences of all amphipods in the BOLD database to which we added new sequences
of amphipods from the Canadian Arctic Archipelago. We first aimed to delimit
amphipods species in the three Canadian oceans using two approaches: species
threshold from the literature and the ABGD method. Second, we compared species
composition of each ocean to see large-scale connectivity. Our results are interpreted

in the context of biodiversity estimates and molecular taxonomy.
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2.4 Material and Methods
2.4.1 Samples

Samples of Arctic amphipods were collected in 2011 in the Canadian Arctic
Archipelago during the NCGS Amundsen expedition. Samples from Greenland were
provided by the Greenlandic natural resources institute of Nuuk, in 2012. All samples
were collected using vertical and/or horizontal nets with 200, 500 and 750 um mesh

size. All individuals were preserved in 95% ethanol.

2.4.2 COI amplification

The DNA of 374 samples was extracted using the E.Z.N.A tissue extraction kit
(Omegabiotek), or the QuickExtract kit (Omegabiotek) following the manufacturer’s
protocols. Polymerase chain reaction (PCR) was conducted as described in Dionne et
al., 2011. A 658bp fragment of the cytochrome ¢ oxidase I was amplified using the
primer pair LCO1490/HCO2198 (Folmer et al., 1994). PCR products were visualized
on a 1.5% agarose gel, and then sequenced at Genome Quebec (McGill University,
Canada). Over the 374 individuals used, 202 individuals were successfully sequenced
and chromatograms manually checked on MEGAS (Tamura et al,, 2011) and the
presence of pseudogene was assessed by translating sequences into amino acids. All
sequences were deposited in the GenBank database under the accession numbers

XXXX.

2.4.3 BOLD Sequences:

All amphipod sequences and their corresponding collection information that were
publicly available in the Barcode of Life Data Systems (May 2015; BOLD,
www.boldsystem.org, “Amphipoda”) were downloaded. A total of 2808 sequences
with their geographical coordinates, corresponding to the Canadian Pacific, to the

Arctic Ocean and to the North East Atlantic, were retained for further analyses
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(supplementary material). In order to avoid the presence of pseudogenes, sequences

were translated in amino acids to verify the presence of stop codons.

2.4.4 Trimming and Multiple alignments

A total of a 3010 sequences were first aligned with MAFFT (Katoh and Standley
2013) version 7 web server (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server) with default
parameters. Based on this first alignment, sequences with a length under 500 bp were
removed. A second multiple alignment was performed on MAFFT (Katoh and
Standley, 2013) and sequences were trimmed to the same length of 528 bp. As
methods for delimiting species are sensitive to missing data , we removed sequences
with too many missing values. The final dataset consists of 2557 sequences of 532 bp

long.

2.4.5 Distance based methods
2.4.5.1 Threshold from the literature

We used two thresholds to cluster our sequences into provisional species (referred as
operational taxonomic unit—-OTU), a threshold of 3% commonly used to define
species and the 16% threshold of Lefébure er al, (2006). Uncorrected pairwise
distances were first computed for both threshold values and sequences were clustered
into OTU using the nearest neighbor method. Briefly, this method allows the
clustering of sequences in the same OTU if they are at most X% distant from the
most similar sequence in the OTU. All analyses were conducted in MOTHUR
(Shloss et al., 2009).

2.4.5.2 Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD)

Since intra-specific divergences are smaller than inter-specific ones (Harvemans et al.
2013), a gap in the distribution of all pairwise distances can be identified using the
Automatic Barcode Gap Discovery method available at

wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd. This method is described in detail in Puillandre
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(et al., 2012). Briefly, the data was partitioned into a number of groups (i.e. species)
such that the distance between two sequences taken from distinct groups was always
larger than a given threshold distance (i.e. barcode gap- Pulliandre et al., 2012).
Kimura 2 parameters (K2P) and default parameters were used to identify the barcode
gap. After the barcode gap discovery, sequences were clustered into OTU based on

the estimated threshold.

2.4.5.3 Species threshold identification

As the threshold proposed by Lefébure et al, (2006) was based on a single family of
amphipods, we used the same method to identify a species threshold for all
Amphipoda. To do so, we collected all amphipod sequences from BOLD (January,
2016). Among the 15516 records, all sequences without a taxonomic identification to
the species level, sequences with less than 500bp and species associated with
pseudogenes were discarded. A total of 8471 sequences corresponding to 89 families
were examined further. Families with less than 30 sequences or containing less 3
species were also discarded from this dataset. The diversity assessments for the
amphipods and for the most represented families were analysed from the data set with
3879 sequences from 272 species, 70 genera, and 10 families. After performing a first
alignment with MAFFT, all sequences were trimmed to the same length of 501bp.
After this step, Kimura 2 parameters pairwise distances were computed at each
taxonomic level intrafamily (F), intragenus (G) and intraspecies (S) in MEGAS
(Tamura et al., 2011) and plotted by family using the boxplot representation available
in R and described in Lefébure et al., 2006. The three ranges of thresholds were

plotted to see which one best discriminates the different amphipod species.

2.4.5.4 Taxonomic amphipod reference database

In order to associate taxonomy to the OTU we identified, we created a molecular
taxonomic database containing all amphipod identified to the species level and its

barcode sequence. To do so, we selected all amphipod sequences from BOLD with
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the following criteria: taxonomic identification at least to the genus level and a COI
sequence longer than 500bp. All sequences were aligned with MAFFT version 7 web
server and trimmed to 501 bp. After the construction step, each OTU was aligned to
the reference database with a confidence threshold of 90%. In order to assess the
accuracy of our molecular identification, we aligned 305 sequences of 43 taxonomic
identified species to our taxonomic database. As no discrepancy was observed, we
confirmed the validity for OTU identification. All analyses were performed with

MOTHUR (Shloss et al., 2009).

2.4.5.5 Analysis among locations

To provide an overview of the similarity in OTU composition between the three

oceans, a Venn diagram was obtained for each threshold.
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2.5 Results
2.5.1 Nucleotide diversity

Out of a total of 3010 sequences, 2738 had a length superior of 500 bp. After
trimming and cleaning steps, a 532 bp COI fragment was used for this analysis for
2557 specimens of Amphipoda. There were 405 sequences from locations within the
Pacific Ocean, 1003 sequences from the Arctic region and 1149 from the Atlantic
(Figure 2.1). Within the final alignement, 116 conserved sites and 405 parsimony

informative sites were detected.

2.5.2 3% as species threshold

The 3% threshold proposed by Hebert et al., (2003b) allowed the identification of
270 OTUs, for which 111 were from the Arctic, 102 from the Atlantic, and 83 from
the Pacific. A large proportion of OTUs belonged to the Gammaridae family (Figure
2.2). We were unable to identify 24 OTUs to taxonomic level. At the species level,
only eight species were found in the three oceans: Parhyale hawaiensis, Ischyrocerus
anguipes, Ischyrocerus latipes, Jassa sp., Elasmopus rapax, Pontogeinia inermis,
Stenothoe frecanda, and Onisimus glacialis (Tableau 2.1). However, no shared OTUs
were found between the three oceans (Figure 2.3) suggesting that these species

consist of distinct OTUs.
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Tableau 2.1 Species found in the three oceans. Species are defined with a 3%

threshold.

taxon Arctic Atlantic Pacific
Parhyale hawaiensis 1 1 2
Ischyrocerus anguipes 2 2 1
Ischyrocerus latipes 1 1 5
Jassa sp. 1 1 4
Elasmopus rapax 1 1 1
Pontogeneia inermis 1 1 1
Stenothoe frecanda 1 1 1
Onisimus glacialis 3 1 2
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Figure 2.3 Venn diagram of shared OTUs among oceans. OTUs are defined
with a 3% threshold.

2.5.3 16% threshold

Under the 16% threshold of Lefébure (et al., 2006) 183 OTUs were found for which
67 were in the Arctic, 83 in the Atlantic and 63 in the Pacific (Figure 2.4). Only 27
OTUs were not assigned to a taxonomic level. At the species level, only four species

were common to the three oceans: Ischyrocerus anguipes, Ischyrocerus latipes,
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Pontogeinia inermis and Stenothoe frecanda (Tableau 2.2). Two OTUs were common

to the three oceans (Figure 2.5) unlike with the 3% threshold.

Tableau 2.2 Species found in the three oceans. Species are defined with a 16%

threshold.

taxon Arctic Atlantic Pacific
Ischyrocerus anguipes 1 1 1
Pontogeneia inermis 1 1 1
Stenothoe frecanda 1 1 1
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Figure 2.5 Venn diagram of shared OTUs among ocean. OTUs were defined
with a 16% threshold.

2.5.4 Barcode gap detection with ABGD

The distribution of K2P genetic distances displayed two modes separated by a gap
(‘barcode gap’) between 0.05 and 0.1 (exact value= 0.07 ABGD; Figure 2.6). Based
on this value, we successfully clustered 2557 sequences into 243 OTUs, for which

102 were from the Arctic, 96 from the Atlantic, and 72 from the Pacific. A first look
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at the family identification showed that not all the locations and the families were
well sampled across the three Canadian oceans (Figure 2.7). Five families
(Crangonyctidae, Hyalellidae, Phronimidae, Uniciolidae and Urothidae) were
represented by single OTUs in one location only. Hyalidae, Gammaridae, Aoridae
and Ischyroceridae included the most OTUs with 23, 15, 13 and 13 respectively.
Eleven OTUs could not be identified taxonomically to the species level. At the
species level, only seven species were found in the three oceans: Ischyrocerus
anguipes, Ischyrocerus latipes, Jassa sp., Elasmopus rapax, Pontogeinia inermis,
Stenothoe frecanda, and Onisimus glacialis (Tableau 2.3) but no shared OTUs among
the three oceans were found (Figure 2.8) suggesting that these species were composed

by distinct OTUs.
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Tableau 2.3 Species found in the three oceans, Species are defined with a 7%

threshold.

Taxa Arctic Atlantic Pacific
Ischyrocerus anguipes 1 1 1
Ischyrocerus latipes 1 1 3
Jassa sp. 1 1 2
Elasmopus rapax 1 1 1
Pontogeneia inermis 1 1 1
Stenothoe frecanda 1 1 1
Onisimus glacialis 3 1 1




Frequency
6e+05 8e+05 1e+06
| | |

4e+05
!

2e+05
!

L] T—m

| | | | | |
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

0e+00
L

k2p distance

Figure 2.6 Distribution of the K2P distances for the entire dataset.

53



54

Family assignment

14

Il

aeproyloin
aepnsun

12

payjIsse[oun

' seprjoroun)

epie],

" oepridoug

h Il

- oepIoyioual§

- oeprarodojuog
- oeprouasojuog
| oepnsnolq

| oepruruoryq

' oeprreydasoxoyq

' sepnoug

- oepryuad

| oeprosiepreq
| oepNOIAdIPaQ

- oepruseydorory

- oepnio

QRPLIdBIA
aepIsseurIsA

|

QBPLIOO0IAYIST

- oepriadAyg

' oepieAy

' SepipeeAH

10

JepLRWIWED)

| oepipjorewwen

oepLusnyg
' oeprouay)AIng

- oepruswidy

| oepruruexa(]

" oepnokuoSuerr)
- oepriydoro))

| oepnEIoOIRY)

|

aeprpeide)

' sepridore)

- oepriosodAyeg

- oepLIoy

' seproyndury

| oeprosidury

o

Distribution of OTUs by family and ocean. OTUs are defined based on 7% threshold. Atlantic OTUs are

Figure 2.7

represented in red, Pacific OTUs in green and Arctic OTUs are in blue.



55

Figure 2.8 Venn diagram of shared OTUs among ocean. OTUs are defined
with a 7% threshold.
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2.5.5 Comparison among thresholds

As expected, the number of OTUs decreased with an increase of the threshold value
used for all families except four (Bathyporeiidae, Cheirocratidae, Epimeriidae,
Hyalidae) where more OTUs were recovered with the 7% threshold than at 3%
(Figure 2.9). Ten families were equally recovered (Corophiidae, Crangonyctidae,
Dexaminidae, Hyalellidae, Microphasmidae, Phronimidae, Pleustidae,

Pontogeneiidae, Sthenotoidae, Talitridae) regardless of the threshold.

2.5.6  Species threshold

Divergences were estimated for the validated dataset from 3879 sequences
representing 272 species, 79 genera, and 10 families. As expected, genetic divergence
increased with taxonomic rank: a higher divergence was observed at the Family level
(K2P from 0 to 0.9), than at the Genus level (K2P from 0 to 0.7), and the Species
level (K2P from O to 0.3). However, the threshold used to delimit species varied
among families (Figure 2.10). The threshold proposed by Lefébure (0.16
substitution/site) discriminated well the Gammaridae species but not the other
amphipods species from different genera. The lowest species divergence was
observed in the Melitidae (0.001), the lowest genus and family divergences were
observed in the Hyperiidae (0.26). The highest species (0.3) and genus (0.7)
divergence was observed within the Gammaridae and the highest family divergence

(0.9) was observed within the Melitidae.
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2.6 Discussion

Inventories of marine biodiversity are much needed in the context of global changes.
A decade of DNA barcoding has resulted in the acceleration of species discovery and
has helped to provide partial or complete inventories lists for selected taxa (Buckin e?
al., 2011; Raupach and Radulovici, 2015). The ability to assign species identities to
DNA sequences depends on the availability of comprehensive DNA reference
libraries such as BOLD (Trebitz et al., 2015). Our study provides a useful example
of how one can retrieve information in BOLD database to produce an exhaustive first
step inventory of specific animal groups or specific regions that are otherwise lost
among the different publicly available projects. We showed that widespread species
are in fact composed of different OTUs suggesting the presence of cryptic species.
This implies that a careful look on taxonomic keys is needed for amphipods.
Moreover, we found that using a single threshold for species delimitation is not
always accurate. Here we discuss our results, the limits of our approach, and future

research perspectives for the molecular taxonomy in a context of biodiversity change.

2.6.1 Arctic diversity

Our study, based on the analysis of more than 2550 sequences distributed throughout
the three Canadian oceans, indicates the presence of 243 provisional amphipod
species. We recovered 102 putative Arctic species representing circa 85% of the
known amphipods inventory in the Arctic (from the Chukchi Sea) (Sirenko, 2001).
We recovered 96 potential species in the Atlantic and less in the Pacific (72 putative
species). In addition, our results indicate a higher similarity between Arctic and
Atlantic oceans (22 OTUs shared) than between Arctic and Pacific (no OTUs shared).
This suggests that the Atlantic Ocean contributed significantly to the recolonization
of the Arctic. Marine arctic fauna is mostly derived from recent and repeated
colonisations from both Pacific and Atlantic species after Pleistocene glaciation

events or multiple Bering Strait openings (reviewed in Vermeij, 1991 and in Hardy et
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al., 2011). Similarity between Arctic and Atlantic fauna has also been reported in
polychaetes (Carr et al., 2011). The Pacific harbors the highest number of OTUs
compared to the number of sequences available (405), suggesting a higher diversity
compared to other oceans, which is congruent with other studies (Vermeij, 1991; Carr
et al., 2011). The absence of shared OTU between Arctic and Pacific oceans suggests
the presence of a barrier restricting exchanges between these oceans. Moreover, the
fact that the retrieved Pacific OTUs were not found elsewhere confirms the isolation
of Pacific taxa from colder Arctic waters. Ocean currents and temperature differences
between these two regions might act as barrier to the establishment of pacific species
into the Arctic Ocean. For example, in the copepod Calanus glacialis, Nelson et al.,
(2009) have shown isolation between Pacific and Arctic populations. Further
sampling of the Pacific region is needed to confirm this isolation as our results might

be biased by differential sampling efforts between the Pacific and the Atlantic oceans.

We found a relatively higher proportion of benthic species belonging to the intertidal
or infralittoral family of Ischyroceridae, Hyalidae and Gammaridae families
(McLaughlin et al., 2005; Serejo and Sittrop, 2009) than pelagic species. In the
unique pelagic amphipod family (e.g. Hyperiidae), we recovered 15 OTUs of which
the majority were Arctic. In the Eurasian arctic waters inventory, Sirenko (2001)
referenced the presence of eight Hyperiidae species. Here, we found nine potential
species (9 OTUs) in the Arctic waters. This result suggests that pelagic diversity is
not well known maybe due to sampling difficulties and further efforts are needed to
better characterized ocean diversity. As sampling in the Arctic is quite challenging, it
is most likely that rare taxa were not included in our analyses (Appendice A).
Although, our study does not include depth information, it will be also interesting to
investigate diversity of OTUs among ocean according to depth to get a more precise

picture of the marine biodiversity.
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We were not able to identify all OTUs to the species level. Several explanations can
be considered. First, during the taxonomic reference creation, we discarded more than
a half of the sequences due to pseudogenes or short sequences. Secondly, the 15 516
sequences of amphipods available in BOLD, correspond to 1 514 species which is
under the number of amphipods estimates (Appeltans et al,, 2012). Despite these,
using barcoding techniques has provided useful information on the amphipod
biodiversity in the three Canadian oceans. This approach can benefit the study of
oceanic Arctic region which is one of the least studied (Archambault et al., 2010;
Raupach and Radulovici, 2015; Wassman et al., 2015). Moreover, we also showed
that widespread marine amphipods species are composed of different OTUs,
suggesting an underestimated diversity. More and more studies have also showed that
widespread marine species were in fact cryptic species complex (Goetze, 2005; 2010;
Carr et al., 2011; Lorz et al., 2012; Havermans et al., 2013), suggesting the utility of
combining different types of data (e.g. molecular and morphological) to identify

species.

2.6.2 Single threshold

Delimiting species relies on a threshold over which species belong to the same or to
two different species. The 3% of divergence (Hebert er al., 2003b) is a commonly
used threshold in the literature. Based on the interspecific distance distribution among
amphipod families, we found this threshold can discriminate most amphipod species,
but is not suitable for all. Two authors have proposed the use of a higher threshold
(16% -Costa et al., 2009; Lefébure et al., 2006) for crustaceans. By including ten
amphipod families, we have showed that the use of 16% is appropriate for the
discrimination of species of Gammaridaea but is too high to discriminate species
from other families. Based on the automatic barcode gap detection, we estimated a
threshold of 7% for discriminating amphipod species, which is intermediate between
the previous thresholds proposed. This threshold seems appropriate for the majority

of amphipod species but again based on diverse family distances distribution, this
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threshold will underestimate Gammaridae or Talitridae species. Instead, we found
that for discriminating amphipod species, a threshold specific to each family will be
more appropriate. However, we should emphasize that not all amphipod families are
equally studied and less than 10 sequences are not enough to estimate intraspecific
distances (Meier and Zhang, 2008; Zhang et al., 2010). For example Gammaridae is
one of the best studied amphipod family for which a large amount of molecular data
is available but other amphipod families such as Hyperiidae have not received the
same attention. Furthermore, by restricting our distance distributions on better
sequenced families, we focused on 10 amphipod families that represent less than a
quarter of all amphipod families (Martin and Davis, 2001). Nevertheless, our analysis
provides the first molecular attempt to determine species threshold in amphipods.
Increasing the DNA barcoding effort on the other amphipod families will help to

refine our species threshold.

We conducted our species clustering analyses on distance based methods instead of
tree-based methods like General mixed Yule model (GMYC). Several authors
emphasize the importance of combining several methods in species delimitation
(Carstens et al., 2013). Comparison between ABGD and GMYC show mostly
congruency with a higher OTU content for the GMYC methods (Kekkonen and
Hebert, 2014 and references therein). Tree-based methods are sensitive to error in the
tree provided (Kekkonen and Hebert, 2014). Phylogenetic reconstruction of
Amphipoda is not fully resolved yet (Browne et al., 2007) and might be problematic
with the GMYC method.

2.7 Conclusions

Our analyses have contributed to the assessment of marine arctic amphipod
biodiversity in revealing potential cryptic species and in showing the sharing of
OTUs between Arctic and Atlantic amphipods. Moreover, thanks to the increasing

barcode data available in amphipods, we were able to show that threshold value for
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species identification in amphipods needs to be estimated for each family. It has
become evident that species definition should not be restricted to a COI sequence but
should include other information such as ecological niche. Moreover, with global
warming, Arctic waters are undergoing changes with recent reports of southern
amphipod species moving up north (Kraft ez al., 2013b). Pursuing arctic amphipods
studies with DNA barcodes will ultimately lead to a better understanding of

biodiversity and the mechanisms of speciation in marine environments.
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3.1 Résumé

Les Amphipodes sont un ordre des crustacés caractérisés par un développement
direct. Parmi eux, la famille des Hyperiidae est le seul groupe pélagique et parasitaire.
Dans les hautes latitudes, deux especes d’hyperiidae appartenant au genre Themisto
sont des acteurs importants de [’écosysteme. Malgré leur abondance, peu
d’information existe sur leurs liens phylogénétiques. Dans cette étude, nous
présentons la premiere phylogénie moléculaire basée sur plusieurs loci du genre
Themisto de I’hémisphere Nord. Nous avons réalisé des phylogénies moléculaires en
utilisant des méthodes bayésiennes et de maximum de vraisemblance sur sept especes
de Themisto provenant des océans Atlantique, Arctique et Pacifique. Pour ce faire,
nous avons utilisé quatre loci : un fragment du geéne mitochondrial du cytochrome
oxydase I (COI), trois fragments de genes nucléaires Histone 3, et deux fragments des
genes ribosomaux 18S ADNr et 28S ADNTr. Nous proposons aussi une mise a jour de
la phylogénie moléculaire de la famille Hyperiidae. Nos résultats sont commentés

sous la perspective de la spéciation.

Mots-clés : Phylogénie moléculaire; Hyperiidae; Themisto; Spéciation; Marin;

Holozooplancton
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3.2 Abstract

Amphipods are a highly speciose order of crustaceans with a life cycle characterized
by direct development and no larval stage, making them interesting models for
marine speciation studies. The Hyperiidae family is a strictly pelagic parasitic group
of Amphipoda. In northern latitudes, two hyperiid species belonging to the genus
Themisto are important components of ecosystems in term of abundance and biomass
but little is known about their genetic relationships. Here, we present the first multi-
loci molecular phylogenetic assessment of the Themisto genus in the Northern
Hemisphere. We performed Bayesian and Maximum Likelihood reconstructions
based on three nuclear loci (18S rDNA, 28S rDNA, and Histone 3) and mitochondrial
cytochrome oxidase I data on seven specimens of Themisto from the Pacific, Arctic
and Atlantic Oceans. In addition, we also provide an updated molecular phylogeny of

the Hyperiidae family. Our results are discussed in the light of marine speciation.

Key-words: Molecular phylogeny; Hyperiidae; Themisto; Speciation;

Holozooplancton; Marine
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3.3 Introduction

Marine crustaceans are notoriously difficult to identify to the species level by
traditional approaches due to their enormous morphological diversity (Radulovici et
al., 2009), the frequent presence of morphological homoplasy (Knowlton, 1993; Hurt
et al., 2013), and also because precise taxonomic description is lacking for many
groups (Knowlton, 1993). The use of cytochrome oxidase I DNA-barcoding (COI)
Hebert et al., 2003a) has proven an efficient tool to flag cryptic species in crustaceans
(Radulovici et al., 2009; Costa et al., 2007; Witt et al., 2006; Lorz et al., 2012) and
has also been instrumental in resolving local phylogenies (Costa et al., 2007).
However, the reconstruction of a phylogeny based on a single mitochondrial gene is
not always accurate with the species phylogeny because of the presence of
mitochondrial introgression (Zhang and Hewitt, 1996; Song et al., 2008) and due to
the uniparental inheritance of mitochondria (Ballard and Whitelock, 2004; Holzer et
al., 1997; Nichols, 2001). Hence, using data from both mitochondrial and nuclear
genes to reconstruct species phylogeny is an invaluable tool to increase our

understanding of species boundaries and speciation in this important group.

Amphipods are a highly speciose order of crustaceans of the class Malacostraca,
belonging to the superorder Peracarida, whose life cycle is characterized by direct
development (Vaindld er al., 2008), which limits their capabilities of long dispersal
and increases the opportunity for speciation in this group (Radulovici, 2012). The
order Amphipoda is further subdivided into three large benthic sub-orders:
Gammaridea, Caprellidea and Ingolfiellidea, and one strictly pelagic taxon:
Hyperiidea, (Vinagrov et al., 1996; Martin and Davis, 2001). Hyperiid amphipods
(suborder Hyperiidea) are a substantial component of zooplankton communities
throughout all oceans (Bowman and Griiner, 1973; Auel et al., 2002; Yamada et al.,
2004), often having close associations with gelatinous zooplankton (Laval, 1980;

Gasca et al., 2004). Currently, there are about 250 species of hyperiids described, of
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which only nine species are reported from the Arctic Ocean (Vinogradov and

Semenova, 2009).

In higher latitudes of both hemispheres, species belonging to the hyperiid genus
Themisto are important in terms of abundance and biomass (Bowman, 1960; Auel et
al., 2002). They are mainly carnivorous, and thus play key roles in pelagic
ecosystems of polar oceans, linking lower and higher trophic levels (Auel et al,
2002; Yamada et al., 2004; Watts and Tarling, 2012). The genus Themisto is thought
to include seven species: Themisto abyssorum, T. australis, T. compressa, T.
gaudichaudii, T. japonica, T. libellula and T. pacifica (Bowman, 1960; Zeilder,
2004). Themisto species show morphological, ecological (Wing, 1976; Percy, 1993;
Dalpadado et al., 2001; Auel et al., 2002; Yamada et al., 2004; Marion et al., 2008;
Prokopowicz et al., 2009; Kraft, 2013a), and geographical differences (Figure 3.1;
Bowman, 1960; Wing, 1976; Yamada et al., 2004). Since the first description of this
genus in the 19" Century by Guérin, the taxonomy of the genus Themisto has
undergone a series of changes (reviewed in Schneippenheim and Weigmann-Haas,
1986; Zeilder, 2004). Three generic names (Parathemisto, Euthemisto or Themisto)
have been used in the past by taxonomists to classify the species of the genus. These
changes involved splitting species previously belonging to the same genus into
different genera. Themisto species share similar morphological characteristics

(Yamada et al., 2004), making taxonomic identification often difficult.

The first molecular phylogeny of Themisto used allozymes and morphological data
(Schneppenheim and Weigmann-Haas, 1986). This study revealed the presence of
four Atlantic Ocean Themisto species: T. abyssorum, T. compressa, and T. libellula in
the Northern Hemisphere, and 7. gaudichaudii in Antarctic waters. However, not all
the northern Themisto species were included in their phylogeny, so nothing is known
about the position of Themisto japonica and T. pacifica within this genus. More

recently, Hurt et al, (2013) have reconstructed the phylogeny of the Hyperiidae
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family using COI as well as three nuclear genes but have included only two Themisto

species.

In this paper, we provide the first molecular phylogeny of the genus Themisto using
COI and three nuclear genes (Histone 3, 18S rDNA, 28SrDNA). We test for the
presence of cryptic species in the Northern hemisphere by sampling Themisto
individuals from several locations in the Arctic Ocean. Our study also aimed to assess
the relationship between the three genera Hyperia, Hyperoche, and Themisto using
cytochrome oxidase I (COI) gene and update the phylogeny of Browne et al., (2007).
The resulting phylogenies (gene-trees and species-tree) are interpreted in the context

of marine speciation and cryptic diversity.
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Figure 3.1 Global distribution of Themisto species (modifed from Bowman, 1960; Wing, 1976 and Yamada et al.,
2004). Each color represents the distribution of a species: in green 7. gaudichaudii, in orange T. japonica, in pink T.

pacifica, in purple T. abyssorum, in yellow T. compressa and in solid line T. libellula.
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3.4  Material and Methods
3.4.1 Samples collection

Hyperiid individuals were collected with 500 and 750 pum mesh size horizontal or
vertical nets from various locations in the Arctic Canadian Archipelago during the
ArcticNet expedition in 2011(Figure3.1) Themisto from the Bering area were
collected in 2012 and 2013 and provided by A. Pinchuk. Specimens from Japan were
collected in 2012 from the Oyashio and Kuroshio region and provided by Hiroomi
Myiamoto from the University of Tokyo, Atmosphere and Ocean Research Institute..
All amphipods were preserved in 95% ethanol until analyses. Individuals that were
not identified to the species or genus level were also included in our phylogeny and
labelled as Unknown. Other hyperiid sequences from the phylogeny of Hurt et al.,
(2013) were mined on Genbank (Tableau 3.1). An outgroup species belonging to
another genus (Cystisoma pellucida) was used in order to root the hyperridae
phylogeny. For the Themisto phylogeny, Hyperoche capucinus and Phrosina

semilunata were used as outgroups.
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Tableau 3.1 List of species used for this study. Coordinates are expressed in

decimal degree (DD).

Species g;cil:els);gﬁ :.;g;ude :.;gf);itude Reference
number

Themisto japonica (1) - 37.8 142.13

Themisto japonica (2) - 37.8 142.13

Themisto libellula . 71.42 -101.41

Themisto abyssorum . 74.06 -83.22

Themisto sp. (PWS) - 60.73 -147.10

Themisto sp. (SEB) - 54.40 -166.67 This study

Themisto compressa _ 69.81 19.86

Unknown (bpl13incl) | _ 70.43 -133.38

Unknown (301hy1) - 74.06 -83.22

Unknown (314inc8) ; 68.59 -106.36

Unknown (323incl) - 74.09 -80.34

Cystisoma pellucida EF989676.1 | 36.43 124.07

Hyperia macrocephala | K(754383.1 -60.93 -52.99

Phrosina semilunata | EF989671.1 | 21.27 158.14

Hyperietta parviceps EF989686.1 19.35 156.00

Hyperioides longipes | EF989685.1 27.34 79.54

Phronimopsis spinifera | EF989683.1 27.34 79.54

Lestrigonus Browne et al,

schizogencios EF989684.1 | 19.35 156.00 2007

Hyperoche capucinus | EF989665.1 | -60.93 -52.99

Hyperoche martinezi | EF989668.1 | 36.61 -122.16

Hyperoche medusarum | EF989667.1 | 35.99 -122.99

Tulopis loveni EF989669.1 27.34 79.54

Themisto pacifica EF989664.1 36.71 -124.11




Tableau 3.1 Continued

Genbank

Species accession Latitude | Longitude Reference
(DD) (DD)

number
Hyperioides sibaginis HMO053497.1 NA NA
Hyperietta vosseleri HMO053498.1 | NA NA
Lestrigonus bengalensis | HM053499.1 | NA NA Genbank
Hyperiella dilatata KC754384.1 | NA NA
Hyperiella antarctica KC754382.1 NA NA
Themisto gaudichaudii (1)

DQ889133.1 NA NA
MaHyp000 Costa et al,
Hyperia galba (1) 2009
MaHyp002 DQ889153.1 NA NA
Hyperia galba (2)

Raupach et

MTO00515 KT209327.1 NA NA al.. 2015
Themisto gaudichaudii (2) | KC754380.1 | NA NA g(l)lle;l et al,

3.4.2 DNA extractions

73

Morphological identifications were performed using Bowman and Griiner (1973),

Vinogradov et al., (1996), and Zeilder (2000) taxonomic keys. Some individuals were

only identified to the genus level because of taxonomic uncertainty. Pereopods or

complete individuals were used for DNA extractions using EZNA Tissue kit (Omega

Bio-tek) following the manufacturer protocol. Quality of DNA was evaluated on a

Nanodrop spectrophotometer 8000 UV-Vis (Thermo scientific).
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3.4.3 PCR amplifications and alignments

We chose one mitochondrial gene (cytochrome ¢ oxidase I-COI), one nuclear protein-
coding gene (Histone 3- H3) and two nuclear ribosomal genes (18S rDNA and 28S
rDNA) because they have been used in previous studies for resolving phylogenetic
history at different taxonomic levels (Giribet et al., 2001), and also because they have
been successfully employed to investigate the Hyperiid family phylogeny (Hurt ef al.,
2013). A fragment of 658 bp of COI was amplified for all species using the
LCO1490/HCO2198 primers (Folmer et al., 1994), according to the protocol of
Dionne et al. (2011). For the nuclear genes, the reaction mix contained 1X PCR
buffer without MgCl,, 2.2- 4mM MgCl, (Table 3.2), 0.5 mM dNTPs, 0.4 uM of each
primer, 1.5 U of Taqg DNA polymerase (Life technologies), DNA template (around
40-80 ng) and water for a final volume of 25 pl. PCR settings for each gene (Table
3.2) consisted of an initial denaturation of 3 min at 94°C, followed by 40 cycles of 40
s at 94°C, 40 s at the annealing temperature and 60 s at 72°C, and a final elongation
of 5 min at 72°C. All PCR products were verified on a 1.5% agarose gel and then
were direct sequenced by Génome Québec (McGill University, Canada). All
sequences have been deposited in GenBank under the accession numbers xxx XxXx.
All sequences were checked manually on MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Multiple
sequences alignment were performed with MUSCLE (Edgar, 2004) and verified by
eye. Gblock 0.91 (Castresana, 2000) was used due to the presence of poorly aligned
regions in the 18S rDNA and 28S rDNA datasets.



Tableau 3.2 List of PCR settings used.
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Annealing

Gene Primers ~ Sequence (5'-3") [MgClz]  Reference
Temperature
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
COl 46°- 51° 22mM  Folmer et al., 1994
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
H3aF ATGGCTCGTACCAAGCAGACCGC
Histone 3 54° 4 mM Colgan et al., 1998
H3aR ATATCCTTAGGCATAATAGTGAC
EAf CTGGTTGATTCTGCCAGT
18S rDNA 48° 2.4 mM van Hannen et al., 1999
E1628R  CGACGGGCGGT GTGTA
28st-hyp TGAGTAGTGGCGAGCGAAAAGGG
22 mM
28sr-hyp GACGTAACTGCTCACGGTCA
28S rDNA 54° This study
28sf1120 AGGCCCATTCATCAGTCAAC
22 mM
28512950 AGGCTGCAAACCTATGAGACC
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3.4.4 Phylogenetic analyses
3.4.4.1 The Hyperiidae family

Phylogeny was performed based on two methods: Maximum Likelihood (ML) and
Bayesian approaches (BI) on individual from Table 3.1. ML method evaluates several
trees and parameters by selecting those that maximize the likelihood, meaning those
that render the observed data the most plausible, whereas in Bayesian reconstruction,
these parameters are considered as random variables with statistical distributions
(Zhang and Rannala 2012). To estimate the branch support for the ML trees, an
approximate likelihood ratio test (aLTR) like Shimodaira-Hasegawa was calculated
as described in Anisimova and Gascuel (2006) and implemented in PhyML 3.0
(Guindon et al., 2010) available at http://phylogeny.lirmm.fr/ (Dereeper et al., 2010).
Bayesian analyses for each dataset was performed on two runs for 5000 000
generations; trees were sampled every 1000 generations under the appropriate
evolutionary model. The first 25 % of sampled tree were discarded as burn-in.
Bayesian reconstructions were performed using MrBayes 3.2.5 (Ronquist et al.,
2012). The posterior probabilities (PP) were calculated with the 50 % majority-rule
consensus tree. Values of PP > 0.95 were considered as strong support for the clade
whereas PP values comprised between 0.85 and 0.94 were seen as intermediate
support. Evolutionary models for phylogenetic analyses were selected independently
for each gene using TOPALi v2.5 (Milne et al, 2004) under the Bayesian

Information Criterion (BIC).

Saturation at third codon positions can decrease the phylogenetic signal contained in
a sequence and can lead to inaccurate phylogeny reconstruction (Xia, 2009). Hence,
the presence of saturation within each gene was tested with the Xia test (Xia et al.,
2003) available in DAMBE 5.3.27 (Xia and Xie, 2001). Briefly, this method tests if
the saturation present within the sequences can be problematic for the phylogeny

reconstruction (Xia, 2009). As saturation was detected for the COI gene at the family
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level and because distantly related species were compared, a Bayesian phylogeny
based on amino acids was also generated under the General reversible mitochondrial
protein with gamma rates model (BIC=4811.07) with MrBayes 3.2.5 (Ronquist ef al.,
2012). To set the correct codon data-frame, we used the complete amino acid
sequence of the COI gene from the species Onisimus nanseni (Genbank accession

number: NC_013819).

3.4.4.1 Themisto phylogenies

Divergence at COI between each Themisto species was estimated using the Kimura
two parameters model on all Themisto sequences. All ambiguous positions were
removed for each sequence pair. Evolutionary analyses were conducted in MEGA 5

(Tamura et al., 2011).

ML and BI phylogenies were performed on Themisto from Table 3.1 for each gene
with PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) and MrBayes 3.2.5 (Ronquist et al., 2012)
respectively using the same parameters as described in section 3.3.4.1. Evolutionary
models for phylogenetic analyses were selected independently for each gene using
TOPALIi v2.5 (Milne et al., 2004) under the Bayesian Information Criterion (BIC).

Congruencies between mitochondrial and nuclear genes were tested using the
congruence among distance matrices approach (CADM; Legendre and Lapointe,
2004; Campbell et al., 2011) available in the package ape (Paradis et al., 2004) in R.
Briefly, congruency tests examine if there is incongruence among all distance
matrices. If the null hypothesis is rejected, the data are considered congruent. The
significance of the CADM test was performed with a permutation test with 1000
permutations. Kimura two parameters was chosen as a distance measure and
calculated in MEGAS (Tamura et al, 2011). As no incongruence was detected
between the four genes, all the sequences were concatenated and ML and BI

phylogenetic reconstruction were performed on this dataset. For the Bayesian
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reconstruction of concatenated datasets, separate partitions were assigned to each

gene and rates were allowed to vary across partitions.

Since concatenated genes phylogeny reconstruction could lead to poor species tree
estimation due to the incomplete lineage sorting (Heled and Drummond, 2010 and
references therein), we used a Bayesian method to reconstruct species tree of related
organisms using multiple genes and accounting for the deep coalescence process as
implemented in BEST (Liu, 2008). This method is based on the assumption that
genes are independent and that there is no introgression between species. It allows the
estimation of time since divergence and population parameters based on unlinked
genes. We used a partitioned dataset and set up all the appropriate models of

evolution as determined with TOPALIi v2 (Milne et al., 2004).
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3.5 Results
3.5.1 The Hyperiidae phylogeny

No indels occurred in the COI alignment of the 32 hyperiidae species. Over the 593
mutations observed, we observed 265 invariable, 284 parsimony informative sites and
170 synonymous changes. To assess the possibility of running a molecular clock, we
tested the saturation among all the 32 taxa used (Figure 3.2). As the presence of a
plateau was observed, indicating the loss of phylogenetic signal, the use of a

molecular clock was inappropriate.

The Bayesian and the Maximum likelihood (log likelihood= -6783.77) inferences
under the HKY+I+G model (BIC= 13948.88) produced highly resolved trees, with
most of the clade separations having a support > 0.70 (Figure 3.4 and 3.5). Both trees
have a similar topology and differ in the placement of some species and the support
of some nodes. In both phylogenies, the Themisto genus is placed at the base of the
Hyperiidae with high support (PP=1, aLTR=0.91). Within the Themisto genus, we
observed the presence of a new species (7. libellula (SEB) and (PWS)) distinct from
T.libellula provisonally named Themisto sp.. Both phylogenies differ within the
genus Themisto; Themistolibellula (SEB) and (PWS) are placed with T. libellula
(aLTR=0.53) in ML phylogeny rather than with 7. abyssorum as observed in the
Bayesian phylogeny (PP=0.91). In opposition with the ML phylogeny, Hyperoche
capucinus is branching before Hyperoche martinezi in the BI phylogeny. Some
species positions were not resolved in both phylogenies. It is the case, in particular, of
the placement of lulopis loveni (PP=0.6; aLTR=0) and the links among the Hyperia
and Hyperoche species. There was incongruence in the placement in both
phylogenies of two individuals morphologically identified as Hyperia galba, one is
placed with an Unknown (323inc1) specimen (PP=0.88; aLTR= 0.99) and the other is
placed with Hyperoche capucinus (PP=0.91; aLTR=0.83).
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3.5.2 Amino acids phylogeny

Over the 203 amino acids from the COI, 88 sites were variables and 61 were
informative. Most of this variation occurred at the third codon position. The Bayesian
phylogeny obtained under the Mitochondrial Reverse and gamma sites model
(BIC=4290.16) is shown in Figure 3.5. The branching order of the amino- acid based
tree was very similar to those based on the nucleotide sequences; the only differences
between these trees were the position of some species and the unresolved
phylogenetic links among Themisto species. Phronimopsis spinifera is branched with
the Lestrigonus specimens (PP=0.7) instead of being placed with Hyperietta vosseleri
as observed in the nucleotide phylogenies (Figure 3.3 and 3.4). The placement of
Hyperiella dilatata was not fully resolved either in the amino acid phylogeny or in
the nucleotide phylogenies. In the amino acid phylogeny, a polytomy was also

observed within the genus Themisto, suggesting recently diverged species.
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Figure 3.3 Bayesian phylogeny of the cytochrome oxidase I DNA sequences
under the HKY +G+I model. Numbers represent posterior probability support.
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Figure 3.4 Maximum likelihood tree of hyperiids estimated from the
cytochrome oxidase I DNA sequences, under the HKY model with gamma

distribution and invariant sites considered. alLTR values are shown.
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Figure 3.5 Bayesian phylogeny of hyperiids performed with amino acids
sequences of the cytochrome oxidase I gene under the general reversible
mitochondrial model with a gamma distribution. Numbers represent posterior

probabilities.
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3.5.3 Single gene phylogenies

The final concatenated dataset for the Themisto phylogeny was 4040 bp long,
including 611 bp of COI, 283 bp of H3, 1434 bp of 18S and 1712 bp of 28s
characters. No indels were detected for the COI and the H3 alignments. In both 18S
and 28S alignments, indels were observed and ranged from 1 to 14 bp and from 1 to
49 bp, respectively. Saturation was observed for the mtDNA COI gene but not for the
three nuclear genes (Figure 3.6), indicating a loss of the phylogenetic signal for the
COI dataset. The divergence estimates among Themisto species were around 10 %,
except between T. compressa and T. gaudichaudii (3.83 %; Table 3.3). The highest
divergence was observed between T. abyssorum and T. gaudichaudii, and the lowest
divergence was observed between the two specimens of 7. libellula (SEB) and

T.libellula (PWS) (0.3%) and the two T. japonica (0.66%).

The ML and the BI trees obtained under the HKY+G (BIC=4965.36) for the COI
gene are shown in Figures 3.7 and 3.11 along with posterior probabilities and
likelihood ratios supports. Maximum likelihood and Bayesian trees produced very
similar topologies, differing only in the placement of some specimens. In the ML
tree, T. abyssorum was placed with the outgroup Hyperoche capucincus but the
support was weak (aLTR=0.15). Instead, in the BI tree, T. abyssorum was regrouped
with the other T.libellula (SEB) and (PWS) (PP=0.55). In both phylogenies, T.
libellula was grouped with T. japonica and T. pacifica (aLTR=0.21; PP=0.52).

Multiple alignments of the Histone 3 gene showed no indels and eleven parsimony
informative sites. The ML and Bayesian trees for Histone 3 obtained under the TrNef
+ G model (BIC=1377.94) are shown in Figures 3.8 and 3.12. Polytomy was
observed among Themisto in both ML and BI trees. The main difference between
both trees was the placement of 7. compressa, which in the ML tree was close to the

outgroup Hyperoche capucinus, but the support was extremely weak (aLTR=0.01).
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The ML and BI trees constructed under the TrNef +G model (BIC= 7063.58) for the
18s rDNA are shown in Figures 3.9 and 3.13. ML and BI produced similar tree
topologies and differed only in the strength support of the nodes. aLTR supports
ranged from 0.74 to 0.98 and PP ranged from 0.93 to 1. Specimens of 7. japonica and
T. pacifica were not grouped together in both ML and BI phylogeny.

The ML and BI trees under the K80+G model (BIC=7375.88) for the 28s rDNA is
shown in Figures 3.10 and 3.14. ML and BI differed in some branching patterns. In
the ML tree, one outgroup was branched with Themisto compressa but, as the support
was extremely weak (aLLTR=0.05) no consideration could be taken. Both phylogenies

placed T. libellula with T. abyssorum and T. compressa (aLTR=0.86; PP=0.97).
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Tableau 3.3 Estimate of divergence between Themisto species based on cytochrome oxidase I DNA sequences.

Percentages of divergence among Themisto species are shown.

comp pacifica japonica libellula  abyssorum  japonica libellula libellula gaudichaudii
ressa (2) (1) (SEB) (PWS)
T. compressa 0.00
T. pacifica 11.0  0.00
3
T. japonica (2) 10.3  6.15 0.00
2
T. libellula 114 11.73 10.55 0.00
7
T. abyssorum 17.3  17.74 17.94 18.74 0.00
6
T. japonica (1) 10.7 6.93 0.66 11.43 18.42 0.00
4
T.libellula (SEB) 122 11.85 11.85 10.47 15.57 12.27 0.00
2
T. libellula (PWS) | 124  12.30 12.30 10.73 15.88 12.73 0.33 0.00
4
T. gaudichaudii 383 11.24 12.60 12.15 19.03 13.04 13.16 13.38 0.00
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Maximum Likelihood phylogeny (Log-likelihood : -2398.84107) for the cytochrome oxidase I gene.
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Figure 3.8 Maximum Likelihood phylogeny (Log-likelihood: -634.27815) for the Histone 3 gene. aLTR supports

are shown under the node.
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under the nodes.
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3.5.4 Concatenated dataset

The CADM test showed congruency between the four matrices (p=0.0001); therefore,
all genes have been concatenated for further analyses. The ML tree constructed under
the HKY+G model (BIC=23432.13) and the BI tree constructed with partitioned data
are shown with their node supports in Figures 3.15 and 3.16, respectively. All
Themisto species were grouped in a strong monophyletic clade (PP= 1). Three
supported groups were found: a first group contained the two Atlantic species
T. abyssorum and T. compressa (aLTR=0.97; PP=0.99); a second group included the
Arctic species T. libellula and T.libellula (SEB) and (PWS) (aLTR=0.91; PP= 1); and
a last group included Pacific species T. japonica and T. pacifica (aLTR=0.92, PP=
0.99).

3.5.5 Species tree

Results from our species reconstruction based on multilocus dataset recovered the
same pattern observed in the concatenated gene trees (Figure 3.17). All Themisto
species were grouped in a strong monophyletic clade (PP= 1). A pacific group was
identified, including 7. japonica and T. pacifica species (PP=0.99). The Atlantic
group composed by T. abyssorum and T. compressa (PP=0.91) was also recovered.
The main difference of the species tree was observed with the position of 7. libellula.
It was impossible to conclude if 7. libellula belonged to the Atlantic clade or to the

Arctic clade (PP=0.55).
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3.6 Discussion

This study provides the most detailed and up-to-date phylogeny of the Themisto
genus in the northern hemisphere. It differs from previous studies by including for the
first time Atlantic, Arctic, and Pacific Themisto species. Our results showed the
utility of using genetic data in complement of regular taxonomic identification for

discovering unprecedented species diversity.

3.6.1 The Hyperiidae family

Our results differed mostly from those of Hurt ef al., (2013) regarding the position of
species from the Themisto genus. In their BI and ML phylogenies based on COI, the
grouping of Themisto branched sometimes with Hyperoche and sometimes at the base
of the Hyperiidae family. In our case, all phylogenies based on DNA and amino acids
placed Themisto at the base of the Hyperiidae family. In addition, our Hyperiidae
phylogeny revealed that species classified in the same genus were not grouped
together, as observed for Hyperiella dilatata and Hyperiella antarctica and for
Hyperietta parviceps and Hyperietta vosseleri. We cannot exclude erroneous
morphological identification of these species or that the COI sequences are too
saturated to provide a clear resolution at the genus level. As Browne et al., (2007) and
Hurt et al., (2013), we were not able to see a clear phylogenetic relationship between
the genera Hyperoche and Hyperia. In particular, two species identified as Hyperia
galba were placed in two different clades. It will be useful to investigate in more
details the molecular relationships within these two genéra in the light of newly
available taxonomic descriptions (e.g. Zeilder, 2015). Increasing the sampling effort
for this important group will help also to get a better image of the phylogenetic link

within this family.
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Both DNA and amino acid phylogenies agreed on the branching order of most
species. Small incongruences resided in the branching of Hyperiella dilatata and
Hyperoche martinezii. The former branched out of the Themisto clade in the DNA
phylogeny but not in the amino acid one. Some authors have advanced that nucleic
acid phylogenies can outperform amino acid phylogenies due to their faster evolving
potential (Simmons et al., 2002). The presence of a polytomy for the Themisto genus
observed in the amino acid phylogeny but not in the DNA phylogeny seems to
support this idea. It is also important to remember that our family phylogeny is
produced with a single mitochondrial gene. Several studies have demonstrated the
relevance of COI when inferring phylogeny in amphipods (Browne et al., 2007; Lorz
and Held, 2004). However, molecular phylogenies based on a single gene are not the
same as the true species phylogeny (Nichols, 2001; Maddison, 1997). Unfortunately,
at the moment, COI is the only gene that has been sequenced for several Hyperiidae
species. Even if nuclear loci are available for some Hyperiidae, we noted some
inconsistencies in their sequences. Future work on nuclear genes is therefore needed

to improve the resolution of the clades that are presently poorly supported.

3.6.2 Cryptic Themisto species

Both concatenated gene and species trees revealed the presence of a new Themisto
species. This new lineage that inhabits the Bering area showed more than 12 %
divergence at COI with all other Themisto species. Traditionally, T. libellula has been
known to inhabit Arctic regions (Dunbar, 1946; 1957) and to coexist in the Bering
area with T. pacifica (Wing, 1976). Here, we showed that another species inhabits
these regions and is different from the 7. pacifica species found near Californian
coasts. Our study reports cryptic species diversity within this genus and suggests the
need for a taxonomic revision. In this study, we focused mostly on the northern
hemisphere, and future work should integrate southern specimens in order to get a

full picture of species diversity and species genetic relationships within this genus.
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The smallest divergence for COI was observed between 7. compressa and T.
gaudichaudii. Initially, T. gaudichaudii was thought to have a bipolar distribution
(Bowman, 1960), but based on allozymic data, this bipolar distribution was due to the
presence of two cryptic species: T. compressa in Northern hemisphere and
T. gaudichaudii in the southern waters (Schneppenheim and Wagman-Hass, 1986).
Nonetheless, the small divergence observed between these two species is indicative
of a putatively more recent speciation event compared to the other Themisto species.
A small genetic divergence was also observed between Arctic and Antarctic clades of
the abyssal amphipod Eurythenes gryllus or in three planktonic foraminifera
morphospecies, suggesting more connections among poles than previously suspected

(Darling et al., 2000; Havermans et al., 2013).

Based on the concatenated gene or the species trees, we retrieved two distinct groups:
one strictly Pacific group, composed by T. japonica and T. pacifica, and another
Arctic-Atlantic group that comprised all other Themisto species. Surprisingly,
Themisto sp. did not belong to the Pacific clade but seemed to be closer to the Arctic
T. libellula. Due to the northward current from the Pacific into the Bering and the
strong influence of the Pacific Ocean in the colonisation of the Bering area, we could
expect that Themisto sp. would be closer to the pacific Themisto species. Previous
studies conducted in the Bering area have found a discontinuity among Pacific and
Beringian populations (Addison and Hart, 2005; Coyer et al., 2011), suggesting that
Alaskan populations have a complex history. In particular, the impact of the
Pleistocene glaciations where Bering was a potential marine ice-free region (Hardy et
al., 2011) has contributed to the isolation and divergence between Pacific and Arctic
populations. Nevertheless, as saturation was detected at the mitochondrial level and in
absence of fossil for the Hyperiids, we were not able to calibrate and date the time
when these species diverged. Thus, inferring the cause of speciation among Themisto

congeners in absence of time and ecological data is not yet possible.



104

In parallel to the recent work on holozooplanktonic species (copepods: Lee and Frost,
2002; Goetze, 2003; 2010; amphipods: Lorz et al., 2012), we have revealed an
unsuspected species diversity at the global scale, leading to the question of how
marine speciation arises. In the absence of physical barriers in the oceans, it is quite
difficult to understand how populations can be isolated enough to become new
species. Ecological preferences or vicariant events can be at the origin of speciation
process in marine environment (Norris, 2000; Palumbi, 1994). Oceanographic habitat
preferences are considered an important factor in the differentiation of marine
population (Norris, 2000; Norris and Hull 2011). In the Eucalanus copepods, these
oceanographic preferences are considered the main determinants of their speciation
(Goetze, 2005). Ecological habitat preferences are known among Themisto species
(Bowman, 1960; Wing, 1976; Koszteyn et al., 1995; Eiane and Daase, 2002; Yamada
et al., 2004), each species being associated with a range of temperatures indicating a
preference for specific water masses (Koszteyn et al., 1995). Thus, it will be
interesting to see if oceanographic preferences are associated with each Themisto
species, in particular for Themisto sp. In addition, Hyperiidae are known to be a
parasitic family of gelatinous zooplankton (Laval, 1980). Even if no preferences in
host have been previously established for any Themisto species, host preferences have
been reported among genera. Host selection represents an alternative to select suitable
habitats and therefore lead also to adaptation of the parasite (Paterson and Banks,
2001; Hyuse et al., 2005). In hyperiids family, it appears that their association with
gelatinous zooplankton have led to the modification of their appendages to better feed
on or better attach to their specific host (Browne et al., 2007 and references therein).
Therefore, in the near future, it will be useful to compare the phylogeny of gelatinous
plankton with the phylogeny obtained for the Hyperiidae family so an eventual
pattern of coevolution could be highlighted.
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3.6.3 Limit of the techniques

Our single gene phylogenies are mostly congruent. The main difference we noted
between ML and Bayesian inferences was on the support of the nodes. Lower values
of support were associated in ML, as it is often reported in the literature (Anisimova
and Gascuel, 2006). Besides, the placement of one outgroup (Hyperoche capucinus)
failed in two maximum likelthood phylogenies (Histone 3 and 28S). Less
phylogenetic resolution was observed with the Histone 3; in particular one of the two
outgroups, falling into the same clade. This gene is known to be highly conserved in
eukaryotic genome (Rooney et al., 2002) and it may be of limited help to reconstruct
phylogeny among recently diverged species. Similarly, the nucleotide sequences of
18S rDNA and 28S rDNA translated into some ambiguities (Chu et al, 2009).
Indeed, the large gaps observed in the sequences of these genes for different genera

might have complicated alignments and hence phylogenetic resolution.

It is difficult to reconstruct the history of a genus based only on molecular data
because gene trees and species trees might not be the same (Maddison, 1997).
Incomplete lineage sorting predominates in shallow divergent species, leading to
uninformative phylogenetic histories (Moore, 1995; Degnan and Rosberg, 2009).
Adding more individuals from different populations would probably help to improve

the phylogeny of this genus (Lecointre et al., 1999; Maddison and Knowles, 2006).

3.7 Conclusions

Phylogenetic relationships among the Hyperiidae are far from being resolved, but
increasing sampling through oceans should contribute to resolve problematic taxa
grouping. In addition, results presented here demonstrated that our knowledge on
marine biodiversity remains underestimated. The presence of cryptic species was
highlighted thanks to the combination of different loci. Our results have clearly

resolved the placement of Themisto genus at the edge of the Hyperiidae family. Even
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if our phylogeny is only a partial picture of the phylogenetic link of this genus, it
provides useful information on marine speciation at higher latitudes. In particular, the
presence of a cryptic species in the Bering area, distinct from the Pacific and Atlantic
species, suggests the presence of barriers to dispersion among these regions. Since the
genus Themisto is bipolar (Dunbar, 1957; Bowman, 1973; Schneppenheim and
Weissman-Hass, 1986), integrating specimens from the Southern Hemisphere will
provide a complete picture of the genus and will give some clue to their speciation

history.
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4.1 Résumé

Les especes marines holozooplanctoniques ont en théorie des populations tres
faiblement structurées sur de vastes distances a cause de 1’absence de barriere dans
I’océan. En comparant les structures génétiques d’especes proches occupant des
niches écologiques différentes, les effets des facteurs historiques sur les populations
peuvent étre observés. L’objectif de la présente étude était d’observer la structuration
génétique chez deux especes d’amphipodes holozooplanctoniques: Themisto
abyssorum et T. libellula, retrouvés en sympatrie au niveau de 1’Archipel Arctique
canadien. Nous avons utilis¢ un fragment du géne mitochondrial du cytochrome
oxydase I (COI) et la technique du séquencage RAD. T. abyssorum, associé aux
grandes profondeurs, révele une tres forte diversité mitochondriale lorsque comparé a
T. libellula, qui est associé a des eaux moins profondes. Les analyses mitochondriales
ont aussi révélé des différences entre les populations groenlandaises et canadiennes
de T. libellula. I’ examen de plusieurs centaines (442), voire de milliers (2144) loci a
révélé la présence d’une structuration chez ces deux especes. Nos résultats suggerent
des échanges limités chez des especes holozooplanctoniques a une échelle spatiale

relativement petite.

Mots-clés : Arctique; Génomique; Population;Themisto, Séquencage RAD; SNP
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4.2 Abstract

Holozooplanctonic species are expected to show small amount of genetic structure
over great distances due to the absence of barriers in the ocean. Comparing patterns
of population structure in closely related species with different ecological niches can
provide useful information on the influence of extrinsic factors on genetic
connectivity in marine populations. To do so we use mitochondrial cytochrome
oxidase I (COI) and Rad sequencing to investigate genetic structuration in two
sympatric marine arctic crustaceans Themisto abyssorum and T.libellula over the
Canadian Arctic Archipelago. The deep-sea species T. abyssorum exhibits a higher
level of mitochondrial haplotypic diversity compared to the shallow waters species 7.
libellula. Mitochondrial analyses reveal genetic difference between Greenlandic and
Canadian populations in 7. libellula. The survey of hundred (884) to thousands
(4288) of single nucleotide polymorphism (SNP) uncovered the presence of
unsuspected genetic structure in both species. Our results suggest more limited
exchanges even for these species with a high dispersal capability at a relatively small

spatial scale.

Key-words: Arctic; Genomic; Population; Themisto; RAD sequencing; SNP
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43 Introduction

Investigating marine connectivity is essential to understand how marine biodiversity
arises (Palumbi, 2003; 2004). Three decades of study using molecular markers have
revealed more isolation between populations despite no obvious barrier in open
marine environments (e.g. Bucklin et al., 1987; Goetze, 2005; Benestan et al., 2015;
Waters and Roy, 2004; Blanco-Bercial and Bucklin, 2016; Peijnenburg and Goetze,
2013; Levin, 2006). Limited exchanges observed between marine populations are
influenced by both extrinsic factors such as hydrographic regimes (Rocha et al,
2007); currents (Mitarai et al., 2009; White et al, 2010); or physical barriers
(Knowlton et al, 1993; Knowlton, 1993) and intrinsic factors such as larval
production and pelagic larval duration (Pelc et al., 2009; Bradbury et al., 2008;
Selkoe et al., 2006). In general, broadcast spawning species will show less genetic
structure than species with no larval stage (Pelc et al., 2009; Bradbury et al., 2008 but
see Selkoe and Toolken, 2011). In addition, more the time spent in the water column
is important the more the dispersion is large and the less genetic structure is observed
(Bradbury et al., 2008). Therefore for holozooplanktonic species which spend their
entire life in the water column should have no genetic differentiation over great
distances. However, recent studies (Goezte, 2005; Peijneneburg and Goetze, 2013;
Blanco-Bercial and Bucklin, 2016) have demonstrated the presence of genetic
differentiation in holozooplanktonic species like copepods suggesting the presence of

barriers in the open ocean.

Marine genetic population studies have relied on the use of mitochondrial gene and
on a limited number of nuclear markers such as microsatellites (Reitzel er al., 2013).
In the last decade, single nucleotide polymorphism (SNPs) has appeared as markers
of choice in population genetic (Morin et al., 2004). Their characterization in non-
model organism has become easier with the advance of next generation sequencing

techniques (Davey et al., 2011; Reitzel et al., 2013). To date, several studies have
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shown their power to detect marine population structure in crustaceans (Benestan et
al., 2015; Blanco-Bercial and Bucklin, 2016) or in cnidarian (Reitzel ef al., 2013)
where mitochondrial markers have failed to reveal it. However, most of these studies
have focused on the North Atlantic Ocean (Benestan ef al., 2015; Blanco-Bercial and
Bucklin, 2016) or along the Californian coast (Reitzel et al., 2013) but no studies

have focused on the Arctic Ocean.

Biodiversity of the Arctic Ocean is not fully characterized as compared to other
oceans (Archambault er al., 2010). Projected changes in sea ice coverage,
hydrographic regimes, and sea water temperatures due to global warming will have
great consequence on endemic marine arctic species (Wassman, 2011; Wassman et
al., 2011). The distribution of many marine species will likely shift as a result of
changing dispersal pathways. Gaps in our knowledge limit the extent to which we can
detect and document changes in species distribution as a result of environmental
changes (Carr et al., 2011). The Canadian Arctic Archipelago forms a network of
shallow channels that connect the central Arctic region with Baffin Bay characterized
by weak south and east currents (Archambault et al., 2010). Marine populations from
this area are influenced by complex geological and climatic history of the Arctic
(Hewitt, 2004; Bucklin et al., 2010a; Hardy et al, 2011) but information on
population genetics are scarce. To our knowledge, a single study has documented the
genetic diversity of a marine polychaete in this area (Hardy et al., 2011) suggesting

the presence of a secondary contact zone in this area.

Amphipods belonging to the Themisto genus are one of the most abundant arctic
crustaceans (Dunbar, 1957; Bowman, 1960; Wing, 1976; Auel et al., 2002). They
also play an important role in the marine arctic food-web by linking lower and higher
trophic levels (Darnis et al., 2012; Prokovick et al., 2013). Two Themisto species are
found sympatrically in the Canadian Archipelago: Themisto abyssorum (Boeck 1870)

and Themisto libellula (Lichtenstein, 1822). Each species is associated with specific
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water masses. 7. abyssorum is an arctic-boreal species that occurs at depths of O to
1000 m and prefers temperatures between 0° and +6°C (Wencki, 2000; Koszteyn et
al., 1995; Dalpadado, 2002). T. libellula is found between 0 to 100 m, prefers
temperature below 4°C, and is a good indicator of Arctic water masses (Wencki,
2000; Pinchuk et al., 2013). Their holozooplanktonic life (i.e. organisms that spend
their entire life in the water column) implies a high potential for dispersal over great
distances and an absence of genetic structure but this has not been tested yet for these

species.

Comparison of the population genetic structure of sympatric closely related species
with different ecological niches can be a powerful approach to investigate how
present-day and historical forces have influence current genetic diversity
(Peijnenburg et al., 2005; Zink 2002; Peijnenburg and Goetze, 2013; Pelc et al.,
2009; Moritz and Faith, 1998; Bernatchez and Wilson, 1998). In particular, we aim to
test the presence of a secondary contact zone in the Canadian Arctic Archipelago as
proposed by Hardy et al., (2011) as well as assess the influence of currents on genetic
exchanges across the Canadian Archipelago. We show here contrasting patterns of
population genetic structure in these sympatric species inhabiting the Canadian Arctic
Archipelago at both mitochondrial cytochrome oxidase I (COI) gene sequences and
nuclear RAD sequencing data. We discuss the utility of this approach in the study of

non-model marine organisms and its contribution to the survey of arctic biodiversity.
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4.4 Material and Methods
4.4.1 Samples

Samples were collected from six stations (Figure 4.1, Table 4.1) during the summer-
fall ArcticNet expedition 2011 through the Canadian Archipelago with horizontal or
vertical net of mesh size varying between 200 and 750 um and preserved in ethanol
95%. Samples from Greenland were provided by the Greenlandic institute of natural
resources. Samples were identified through the species level with appropriate

taxonomic keys (Vinagrov et al., 1996; Martins and Davis, 2001).

Tableau 4.1 Number of individuals and their geographic locations used for this
study. N= number of individuals used for this study, mt= mitochondrial. Geographic

coordinates are in decimal degree. In parenthesis number of individuals used for the

analysis.

Station T. abyssorum T. libellula Geographic coordinates
mt |N Rad-|mt |N Rad- | Latitude Longitude
N tag N tag (DD) (DD)

115 14 |38 21 [49@47) |76.1982 -71.122

301 17 |24 20 |41 74.0649 -83.2299

323 7 36 12 |15 74.0928 -80.3414

312 - - 20 | 36(35) |69.1086 -100.4503

1216 7 9 - - 70.748 -127.913

310M 11 20(18) |- - 71.4202 -101.4109

Gibbs - - 16 |40 70.4643 -72.1479

St22

(Greenland) - - 2 - 71.345 -59.865

St14

(Greenland) - - 7 - 70.73 -55.53

472 - - 18 |26 72.1424 -130.5412

460 14 |33 - - 71.0453 -130.3377

pa2.15 i i i i

(Greenland) 6 71.109 55.528

160
total 70 (158) 122 | 204(207)
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4.4.2 Mitochondrial analyses
4.4.2.1 Mitochondrial amplification

DNA extraction was performed on individuals of 7. abyssorum, T. libellula with the
E.ZN.A (Omega-bioteck) or QuickExtract (epicentre) kits according to the
manufacturer instructions. Genetic variation was screened at the cytochrome oxidase
¢ I mtDNA (COI) gene. DNA was amplified with polymerase chain reaction (PCR)
for 5-10 individuals per sampling site (Table 4.1) using the protocol from Dionne et
al. (2011) and the universal primers LCO1490 and HCO2198 from Folmer et al.
(1994). PCR products were checked on 1.5 % agarose gel and unidirectionally
sequenced by Genome Québec (McGill University, CANADA) with the same
primers. DNA sequences were verified by eyes and aligned with MUSCLE (Edgar,
2004) in MEGAS (Tamura et al., 2011).

4.4.2.2 Genetic diversity

Number of haplotypes (H), haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (n) were
calculated for mtDNA COI sequences for each location using DNAsp v5 (Librado
and Rozas, 2009). Genetic variability within and among sample locations was
investigated using two different approaches. First, pairwise st values between
samples were estimated, with a significance level at the 0.05 determined by 10,000
permutations. Second, a global analysis of hierarchical molecular variance (AMOVA)
was performed to test the distribution of the variation at different levels. All these
analyses were conducted in Arlequin v.3.5.2 (Excoffier et al., 2005). For each
species, haplotype networks were constructed to evaluate intraspecific relationships
among all haplotypes using the Median-Joining (MJ) algorithm implemented in
Popart (http://popart.otago.ac.nz.). We tested for a correlation between geographic

and genetic distances using a Mantel test. Matrices of geographic distances between
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sampling locations were calculated with the geographic distance matrix generator
software (Ersts, 2016). Linear Slatkin genetic distances were generated in Arlequin
v.3.5.2 (Excoffier et al., 2005). Statistical significance of the correlation was assessed

with a 1000 times permutation test.

4.4.2.3 Demographic history

For each species, demographic history was inferred using neutrality tests, and
Bayesian Skyline Plot. Tajima's D test (Tajima, 1989), Fu and Li F* and Fu and Li
D* tests (Fu and Li, 1993), which allow to test a sign of population expansion or
contraction, were performed on the entire mitochondrial dataset of each Themisto
species. Time changes in population size were estimated for each species using a
Bayesian skyline method implemented in BEAST 1.8.2 (Drummond et al., 2012).
The DNA substitution model was identified according to the best Bayesian
information criterion (BIC) using Topaliv2 (Milne et al., 2004). Chains were run for
10 million steps, and convergence was assessed when effective sample sizes (ESS)
reached at least 200. For the time scale, a strict molecular clock was used with a rate
of 2 % / My has proposed for crustaceans by Knowlton and Weigt (1998). All other
parameters were automatically adjusted. Outputs were analyses in Tracer 1.5

(Rambault et al., 2014).

4.4.3 Rad-tags
4.4.3.1 DNA extraction

Genomic extractions were performed on 160xx individuals of 7. abyssorum and 207
individuals of T. libellula with an E.Z.N.A kit (omega-bioteck) according to the
manufacturer’s instructions. Each DNA extraction was treated with 5 pL of RNAse-A
solution (10mg/mL, sigma Aldrich). Follow libraries preparation, pooled genomic
DNA was cut by the Pstl and Mstl restriction enzymes and 100 bp paired ends were

sequenced on an Illumina HiSeq platform. In order to avoid bias in base calling,
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individuals from each sampling location were randomly put on plates. Samples were
subsequently pooled according to species. Libraires and sequencing were performed
at the Institut de Biologie Intégrative et des Systemes (IBIS, Laval University,
Quebec, Canada).

4.4.3.2 SNP identification

Hi-seq Illumina output for each species was used to genotype individuals according
to the UNEAK pipeline available in TASSEL 3.0 (Bradbury et al, 2007) as described
in White et al. (2014). Briefly, the UNEAK pipeline first trimmed all the reads to
64 bp long. Then, identical reads were grouped into tags. All tags were compared to
find candidate SNPs with 1 bp mismatch between paired tags. Finally, a network
filter step was used to discard complicated networks, which are usually a mixture of
repeats, paralogs and error tags (Lu et al, 2013). The reciprocal pairs of tags retained
after this step were considered as valid SNPs. Following SNP identification,
individuals were scored for their genotype, allowing a sequencing error rate of 3%.
Loci that were called in at least 70% of individuals were retained using TASSEL 5.0
(Glaubitz et al, 2014). In order to distinguish SNPs from sequencing errors (Glaubitz
et al. 2014), we set a minimum allele frequency to 0.05. As paralogous sequences can
inflate heterozygosity (Pan et al, 2015) and therefore bias analyses, we also removed
loci with He > 0.5 and individuals with more than 30 % of missing value. Loci that
showed deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium were also removed to avoid
genotyping errors (Hoskin et al, 2004). Hardy—Weinberg equilibrium tests were
conducted on each loci for each Themisto species for all and within each collection
site with the adegenet package (Jombart, 2008; Jombart and Ahmel, 2011) available
in R. SNPs with a p-value <0.0001 in any site, or <0.001 in multiple collection sites,

were discarded (p-value computed using 999 simulations).
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4.4.3.3 Detection of outliers

As phylogeographic parameter estimates often rely on the assumption of neutral
markers, we identified outlier SNPs in order to remove them from the analyses, as
suggested by Beaumont and Nichols (1996). Briefly, using a Bayesian approach,
outlier loci are loci deviating from the neutral expectation under a certain model of
population. Loci under selection were identified with BayeScan 2.1 (Foll and
Gaggiotti, 2008) as described in Glover et al., (2012; Supporting information) with a

prior odds of 100000 and default parameters. Graphical outputs were visualized in R.

4.4.3.4 Population structure and assignment tests

The initial analysis of population structure was conducted with an individual-based
discriminant analysis of principal component (DAPC) using the adegenet package
(Jombart, 2008; Jombart and Ahmel, 2011) available in R. We also inferred
population structuring with a Bayesian method as implemented in STRUCTURE
v2.3.2 (Pritchard et al.,, 2000). Briefly, individuals are assigned to putative
populations (K) based on their genotype without prior geographic information. The
admixture model was used with uncorrelated allele frequencies. The Markov Chain
Monte Carlo was run for 10000 repetitions with a burn-in period of 10000. Values for
K were evaluated from 1 to 20 (5 replicates each). Populations were then defined
based on results from DAPC and STRUCTURE. STRUCTURE results were
analyzed using the online version of the software Structure HARVESTER (Earl and
vonHoldt, 2012; http://taylorQ.biology.ucla.edu/structureHarvester), the best number

of clusters was chosen according to the method of Evanno et al., (2005). Results were
visualized with the web application STRUCTURE PLOT (Ramasamy et al., 2014;
http://btismysore.in/strplot/index.php).




118

4.4.3.5 Genetic diversity and Fsr

Pairwise ¢st were calculated for each population and their significance was assessed
with a 10000 times permutation test in Arlequin v.3.5.2 (Excoffier et al., 2005). In
order to investigate the distribution of genetic diversity among and within

populations, we performed an analysis of molecular variance (AMOVA).

4.4.3.6 Isolation by distance

We tested for the presence of a correlation between geographic and genetic distances
using a Mantel test. Matrices of geographic distances between sampling locations
were calculated with the geographic distance matrix generator software (Ersnst,
2016). Linear Slatkin genetic distances were generated in Arlequin v.3.5.2 (Excoffier
et al., 2005). Statistical significance of the correlation was assessed with a 1000 times

permutation test.
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Figure 4.1 Sampling locations of individuals used for this study.
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4.5 Results
4.5.1 Mitochondrial analysis

We successfully sequenced 491bp and 576 bp of the COI mitochondrial gene for 70
T. abyssorum, 122 T. libellula respectively. We detected 72 variable sites and 54
synonymous changes over the 491 bp, for T. abyssorum. By contrast, we observed
only 12 variable sites and 6 synonymous changes in 7. libellula. No indels were
detected in both datasets. The divergence within species ranged from 0 to 4.1% for T.
abyssorum and from 0 to 1.24 % for T. libellula. A higher number of haplotypes were
detected in 7. abyssorum than in T. libellula (57 vs 20; Table 4.2). T. abyssorum had
the highest GC content (0.37), haplotypic diversity (h=57), and nucleotide diversity
(= 0.01388) (are in parenthesis). 7. libellula had lower haplotypic diversity (h=20)
and nucleotide diversity (1=0.00241) even though more individuals were sequenced
in this species. Sampling sites harboured similar levels of haplotypic diversity in 7.
abyssorum. By contrast, in 7. libellula, stations had varied levels of haplotypic

diversity (e.g. 0.167£0.0134 for station 323 and 0.714+£0.00074 in station 14).

Star-like haplotype networks were observed with one central haplotype in both
species (Figures 4.2 and 4.3). In T. abyssorum, 51 unique haplotypes were
characterized and haplotype 5 was found in four stations (st460, st1216, st115 and
st323) throughout the Archipelago. In T. libellula, 11 haplotypes were unique and
haplotype 1 was common and widely distributed throughout the Archipelago whereas
haplotype 19 was restricted to Greenland and Gibbs Fjord (Figure 4.4). Likewise,
haplotype networks did not show clear patterns of spatial structure in both species.
The lack of relationship between genetic and geographical distances was confirmed
by non-significant Mantel tests in 7. abyssorum (r=-0.09, p>0.5) and T. libellula (r=
0.25, p>0.05).
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Tableau 4.2 Results of the mitochondrial analysis of the cytochrome c oxidase I

(COI) for each Themisto species. N= number of individuals, H= number of

haplotypes, h= Haplotypic diversity, m=nucleotide diversity. Standard deviation (sd)

are in parenthesis.

N H h(zsd) 7 (£(sd) G+C
content
Themisto 70 57 0.986 (£0.008)  0.01388 (x0.00097) 0.370
abyssorum
St460 14 13 0.989 (x0.031)  0.01705 (£0.0023) 0.369
St1216 7 6 0952 (x0.096) 0.00737 (£0.00158) 0.371
St310m 11 10 0.982 (£0.046)  0.01663 (£0.00217) 0.369
St323 7 6 0.952 (£0.096)  0.01348 (£0.00277) 0.371
St301 17 17 1(x0.02) 0.01448 (£0.00095) 0.370
St115 14 11 0.956 (x0.0045) 0.00991 (£0.0022) 0.370
Themisto libellula 122 20 0.646 (£0.048)  0.00241 (£0.0003) 0.317
St472 18 6 0.562 (£0.134)  0.00277 (£0.00093) 0.317
StGibbs 16 3 0492 (x0.117)  0.00135 (£0.00056) 0.318
St312 20 7  0.637(x0.116)  0.000203(x£0.00045) 0.317
St323 12 2 0.167 (x0.134)  0.000116 0.317
(£0.00093)

St301 20 9  0.653(x0.122) 0.00298 (x0.00086) 0.317
St115 21 7  0.667 (x0.107)  0.00261 (£0.0007) 0.317
st22 2 1 1(0.5) 0.00174 (£0.00087) 0.319
pa2.15 6 2 0.333(x0.215)  0.00058 (£0.00037) 0.319
st14 7 4 0.714 0.00215 (£0.00076)  0.319

(x0.00076)
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Figure 4.3 Haplotype network based on 576 bp of mitochondrial cytochrome c¢ oxidase I sequences obtained for
T. libellula. Circle sizes are proportional to number of individuals observed for that haplotype and colour codes refer to a

haplotype. The number of traits on a line corresponds to the number of mutations between haplotypes.
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Figure 4.4 Spatial distribution of twenty haplotypes found in 7. libellula among sampling sites. Circle sizes are

proportional to number of individuals observed for that haplotype and colour codes refer to a haplotype.
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AMOVA analysis conducted on each Themisto species showed that the main
variation occurred within sampling sites (Table 4.3). For T. abyssorum only a small
fraction (2%, ¢st= 0.02; p<0.001) occurred among sampling sites. The other two
AMOVA performed on T. libellula showed the same tendency except that a higher
proportion of genetic variation was found among sampling sites. When we included a
comparison by region, 35% (@sc =-0.008; p<0.001) of the genetic variation occurred
between Greenlandic and Canadian group of sampling sites, suggesting a potential

separation among these regions.

Pairwise st values between sampling sites ranged from -0.007 to 0.09 in T.
abyssorum (Table 4.4). Most of them were not significant (p>0.05) except between
the station 460 and 1216. For T.libellula, Pairwise @st values between sampling sites
ranged from -0.009 to 0.62 (Table 4.5). Almost all @st between Greenlandic and
Canadian sites were significant (p<0.05), except between Station 301, and Gibbs

Fjord with station Pa 2.15, and between Gibbs Fjord and St14.
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Tableau 4.3 Analysis of Molecular Variance AMOVA for each Themisto species. *

significant at p<0.05.
Percentage of
Source of variation
iriation
T. ab
avyssorum Among Sampling location 2.02
¢st=0.02 * Within Sampling location 97.98
Among Sampling location 11.31
88.69
T. libellula
¢st=0.113 * Within Sampling location
T. libellula Among Greenland site and Canadian 3544
Archipelago ‘
¢sc : - 0.008*
ost: 0.34873* -0.56

Among sampling locations within groups

oct: 0.35432%
Within sampling location 65.13




Tableau 4.4 Pairwise
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¢@st between sampling locations for 7. abyssorum. *

significant at p<0.05
St115 St301 St 323 St310m  St460 St 1216
St 115 0
St 301 0.03074 0
St 323 0.02133 0.03883 0
St310m  -0.00236 -0.03829  0.02436 0
St 460 0.05554 -0.00585  0.05998  -0.03046 O
St 1216 -0.00799 0.07258 0.02399  0.03250 0.09639* 0




Tableau 4.5 Pairwise @st between sampling location for 7. libellula. * significant at p<0.05.
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St115 St301 St312 St323 St460 Stgibb St22 Stpa2.15  St14
St115 0.00000
St301 -0.03721  0.00000
St312 -0.02100  -0.02277  0.00000
St323 -0.02576  -0.00724  0.00678 0.00000
St460 -0.03145  -0.02761  -0.01453  -0.02767  0.00000
Stgibb 0.06101 0.07458 0.08136 0.02333 0.05405 0.00000
St22 0.42799*  0.40077*  0.49230*  0.62895*  0.41846*  0.43144*  0.00000
Stpa2.15 0.33459*  0.28488 0.40057*  0.58699*  0.31742*  0.40584 -0.09091  0.00000
St14 0.23260*  0.21064*  0.27187*  0.35047*  0.21334*  0.16720 -0.01435  -0.24793  0.00000
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Tableau 4.6 Results of Tajima’s D, Fu’s Fs neutrality tests. * significant at p<0.05.

Tajima’sD  Fu and Li D* Fu and Li F*

T.abyssorum -1.997* -3.693* -3.624*

T. libellula -1.5467 -4.05212%* -3.72122%
T.libellula (Canada) -1.67948* -3.90435* -3.67619*
T.libellula (Greenland) -0.39538 -0.01225 -0.012852

The results of Tajima’s D and Fu and Li D* and F* tests to infer the demographic
history of each Themisto species is presented in Table 4.6. Significant negative values
were observed for 7. abyssorum and the group composed by the Canadian individuals
of T. libellula. A non-significant negative value of Tajima’s D associated with
significant negative value of Fu and Li tests was also detected in the entire dataset of
T. libellula. Negative values were also estimated in the Greenlandic dataset of T.

libellula but were not significant.

Bayesian skyline plots confirmed the previous signal of expansion we detected in
both species (Figures 4.5 and 4.6). An earlier time since expansion in 7. abyssorum
was estimated (~1000 years ago) compared to the more recent time estimate in 7.
libellula (less than 200 years). Moreover, T. abyssorum has a higher effective

population size estimate (1x 10°) compared to T. libellula (1x 10°).
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Figure 4.5 Bayesian Skyline Plot for 7. abyssorum estimated under the HKY+G model (BIC=10661.94). The

blackline represents the mean and the blue lines represent the confidence interval. The y-axis represents the effective

population size estimate and the x-axis represents the time in years.



131

1,E47

1,E37

1,E2
o

Figure 4.6 Bayesian skyline plot for 7. libellula estimated under the HKY+G model (BIC=4566.09). The blackline
represents the mean and the blue lines represent the confidence interval. The y-axis represent the effective population size

estimate and the x-axis represents the time in years.
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4.5.2 Rad-tag analysis

RAD sequencing produced 368 017 190 reads for 7. abyssorum and 449 183 454
reads for T. libellula. As the genome size of T. libellula was available (C= 3,97pg-
Rees et al., 2007), we estimated that the sequencing depth for each Themisto dataset
was close to 10X. The number of reads for each individual ranged from 69 609 to 4
555 343 for T.abyssorum and from 31 995 to 4 487 248 for T. libellula, probably due
the variable quality of DNA among individuals. A total of 91040 loci for T.
abyssorum and 83116 loci for T. libellula have been identified as potential loci for
this analysis prior to filtering. After filtering, the final dataset consisted of 4967 loci
for T. abyssorum, 6167 loci for T. libellula (Table 4.7). After removing loci not in
Hardy-Weinberg equilibrium, 2755 loci for T. abyssorum and 2194 loci for

T. libellula were used for further analysis.

Tableau 4.7 Number of putative loci retained following each filtering step.

Filter T.abyssorum T. libellula

initial 91040 83116
Minor allele frequency >0.05

>85% of population 4967 6167
Hardy-Weinberg

all population 2755 5032
each population 1143 2194

Of the 1143 loci used for T. abyssorum, we detected 442 neutral loci, 680 loci under
balancing selection, and 21 loci under diversifying selection (Figure 4.7). For T.
libellula, we detected 2144 neutral loci, 48 loci under balancing selection and 2 loci

under diversifying selection over the 2194 loci retained for this analysis (Figure 4.8).
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Figure 4.7 Bayescan test for selection on individual SNPs between the two populations of 7. abyssorum. Red
number represents SNPs potentially under balancing selection and green number represents SNPs potentially under

diversifying selection.
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Figure 4.9 Discriminant analysis of Principal Component for 7. abyssorum

performed with all 442 neutral loci.

Tableau 4.8 Membership of each individual according the DAPC.

Cluster 1 Cluster 2
St115 25 13
St323 24 12
st301 16 8
St310M 13 5
St460 16 17

St1216 4 5
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Figure 4.10 Discriminant analysis of Principal Component for 7. libellula

performed with all 2144 neutral loci. Each color represents a cluster.

Tableau 4.9 Membership of individual after the DAPC.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5

St115 14 3 9 17 4
St301 13 2 10 11 5
St323 4 0 5 6 0
chu 0 1 0 0 0
Gibbs 15 5 8 10 2
St312 1 17 2 1 14
St472 0 16 0 1 8
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DAPC and STRUCTURE analyses detected two clusters in 7. abyssorum (Figure 4.9
and Figure 4.11). The first cluster contains more individuals from all stations,
whereas cluster 2 was composed by fewer individuals from all the stations (Table
4.8). Both analysis detected 102 individuals belonged to the first cluster (cluster 1; in
orange Figure 4.11) and 56 individuals belong to the second cluster (cluster 2; in
yellow Figure 4.11). Based on discriminant analysis, five clusters were identified for
T .libellula (Figure 4.10 and Figure 4.12). Clusters 2 and 5 were composed mostly of
all the individuals from Stations 472 and 312 whereas clusters 1, 3, and 4 included
individuals from the other station (115, 301, 323 and Gibbs Fjord) included
individuals from all other stations (Table 4.9). STRUCTURE analysis suggested K=2
(Table 4.10). The first cluster (in yellow) was mostly found in stations 312 and
station 472 whereas the second cluster was composed exclusively by individuals from

stations 115, 301, 323, and Gibbs Fjords.
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Tableau 4.10 Evanno table for each Themisto species. In bold: the best K according

to the Evanno method.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) [ILn"(K)I Delta K

1 5 -57833.18 0.6611 NA NA NA

2 5 -56055.84 14.5929 1777.34 3793.14 259.93035

35 -58071.64 2981.9664 -2015.8 411294 1.379271

4 5 -64200.38 4835.9287 -6128.74  8390.84 1.735104

55 -78719.96 5254.4141 -14519.58 10673.36 2.031313
T. abyssorum

6 5 -82566.18 11766.078 -3846.22  164.26  0.01396

7 5 -86576.66 5872.6016 -4010.48  14190.78 2.416438

8 5 -76396.36 3208.472 10180.3  19066.6  5.94258

9 5 -85282.66 12951.028 -8886.3  14093.72 1.088232

10 5 -80075.24 18198.796 5207.42 NA NA

1 5 -381650.8 4.36 NA NA NA

2 5 -375596.34 49.6835 6054.46 221446 44.571311

35 -371756.34 456.4738 3840 340.84  0.74668

4 5 -367575.5 97.6145 4180.84  4182.78 42.849977

5 5 -367577.44 178.8346 -1.94 130.72  0.730955
T. libellula

6 -367448.66 102.9091 128.78 225.04  2.186783

7 5 -367544.92 400.2207 -96.26 5.64 0.014092

8 5 -367635.54 409.6047 -90.62 198.68  0.485053

9 5 -367527.48 228.6037 108.06 456.3 1.99603

10 5 -367875.72 738.2274 -348.24  877.62  1.188821
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Figure 4.11 Structure plot using the SNP dataset with two clusters for 7. abyssorum, under the admixture model.

Distinct colors represent estimated clusters, sampling sites are separated by a black line.
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Figure 4.12 Structure plot using the SNP dataset with two clusters for 7. libellula, under the admixture model. Each

color represents an estimated cluster; sampling sites are separated by a black line.
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As clustering analysis revealed no clear geographic separation between groups in 7.
abyssorum, AMOVA analyses were performed on a single group. Results revealed a
small but significant proportion (1.54%, ¢s1=0.015) of the variation found among
sampling sites (Table 4.11). By contrast, for 7. libellula, as two geographic groups
were detected from STRUCTURE analyses. Hence, hierarchical genetic population
analysis was performed using two regions (one corresponding to the
Beaufort/Amundsen Gulf) and the other corresponding to the Lancaster Sound (Table
4.11). A small but significant proportion of the variation occurs between the two
groups (2.16%; ¢ct=0.0215) and the main variation occur within sampling sites
(97.65%; ¢s1=0.023). The isolation by distance analysis was not significant for 7.
abyssorum (r=0.22; p=0.16) nor for T. libellula (r=0.017, p=0.45).

Tableau 4.11 Analysis of Molecular Variance (AMOVA) for each Themisto species.

**= significant value p<0.05

Source of variation Percentage of variation
) A | 1.54
T. abyssorum mong sampling stations
g @st= 0.015%%*
Within sampling stations 98.46
2.16

Among groups
& £10UP @ct=0.0215%%*

T. libellula . o 0.19
Among populations within groups
¢sc=0.0019%*

97.65

Within populations
@st=0.023**
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4.6 Discussion

We report contrasted patterns of genetic structure in two widely distributed and
abundant species of amphipods from the Themisto genus that are an important
component of the diets of many northern marine fish, birds and mammals (Darnis et
al., 2012). Our analyses, based on COI sequences and nuclear SNPs, identified
unsuspected genetic divergence in these high latitudes pelagic invertebrates. While
our results provide evidence of limited genetic exchanges in the pelagic environment,
different complex demographic histories appear to be at the origin of these different
patterns. Here, we discuss how our results contribute to our understanding of

seascape genetic and arctic marine diversity.

4.6.1 Mitochondrial diversity

T.abyssorum displayed very high haplotypic diversity as often the case in pelagic
invertebrates such as the krill Euphausia superba (Goodall-Copestake et al., 2010;
Deagle et al., 2015), marine amphipods of the genus Caprella (Ashton et al., 2008;
Pilar-Cabezas et al., 2013), and the sea cucumber Holothuria nobilis (Uthicke and
Benzie, 2003). In general, high levels of haplotypic diversity are associated with the
very high effective population size seen in marine species (Raupach et al., 2010). Our
effective population size estimates were indeed high for both species: 10° and 10° for
T. abyssorum and T. libellula respectively, and in the range of population estimates
for other pelagic organisms (Goetze, 2005; Peijnenburg et al., 2005). The effective
population size estimates for T.libellula differ from that of T. abyssorum by a factor
of ten, which could explain the differences in mitochondrial gene diversity between

these species. In addition, both species vary in generation time (1 year for T.
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abyssorym and 1-3 years in 7. libellula) (Dunbar, 1957; Noyon et al., 2009,
Dalpadado, 2002) which may also affect genetic diversity levels.

4.6.2 Patterns of mitochondrial genetic structure

In T. libellula, populations from Canadian and Greenlandic sites differed by 3% at the
COI gene. Even if the sample sizes from Greenland sites were small, these stations
harboured a different composition of haplotypes. In addition, in Gibbs Fjord we have
recorded the presence of Greenlandic haplotypes. Distinction have also be found
between Greenlandic and Canadian waters in the Capelin (Dodson et al., 2007) and in
the halibut fish Reinhardtius hippoglossoides (Knusten et al., 2007), suggesting a
complex history of this region. An increased sampling among both sites of Davis
Strait will help to better assess genetic boundaries between Atlantic and Arctic waters

and especially the impact of the currents on Canadian and Greenlandic populations.

Higher levels of intraspecific divergence were found in 7. abyssorum (up to 4%) but
these differences were not associated with differences between specific sampling
locations. This high intraspecific divergence is equivalent to the divergence found
between two well-recognised species of Themisto: Themisto compressa and Themisto
gaudichaudii (3.89%) in another study (Chapter III). This leads to the problem of
defining a species based on the percentage of divergence of a mitochondrial gene
only. Several studies have proposed a 16% threshold to discriminate crustaceans’
species (Lefébure er al., 2006; Matzen da Silva et al., 2011). A more recent estimate
of threshold for species discrimination in amphipods was estimated at 7% (Chapter
II). Since the analysis of SNPs did not identify two separate groups corresponding to
the most divergent COI sequences, it is unlikely that the two mitochondrial groups

belong to distinct species.
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During the last Pleistocene glaciations, Arctic waters were mostly covered by ice,
forcing marine species to move to southern places or in ice free refugia (Hewitt,
2004; Hardy et al., 2011). Differences in genetic diversity levels observed between T.
abyssorum and T. libellula could stem from the fact that the former species is found
in deeper waters (Wencki, 2000) and hence may have survived the glaciations in a
deep-sea refugium. Species associated with depth did not experience the same level
of demographic contraction compared to shallow water species (Allcock and
Strungell, 2012). To our knowledge, the presence of deep-sea refugium in the Arctic
is not known but recent works suggest the presence of non-glaciated area during the
Pleistocene in the Canadian Archipelago (England and Furtz, 2008; England et al.,
2009).

The estimated time since expansion (1000-50 years ago) was not concordant with an
expansion after the last glaciation (around 10000 years) in both species. Nevertheless,
we cannot exclude that an inappropriate mutation rate could bias the dating of the
expansion event (Grant et al., 2012). In the absence of fossils, the calibration of a
molecular clock is often impossible, and a proxy mutation rate is used instead
(Marko, 2002). Here, we used the general estimate proposed by Knowlton and Weigt
(1998) for crustaceans because the mutation rate in COI for the Themisto genus is
unknown. We cannot exclude that this estimate is not appropriate for this group
because it has been reported that some crustacean groups might evolve faster than
others (Thomas et al., 2010). Therefore, cautions must be taken regarding our
estimates of the time since the expansions. Other substitution rates proposed for other
crustaceans (amphipod: 9.6%/My; Henzler, 2006 or in mysids 27%/My, Audzijonyte
and Viinold, 2006) were also tested for the Bayesian Skyline plot, resulting in a more

recent timing in population change (Appendice B).

4.6.3 Rad-tag
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As no obvious barrier is characterized in the High Arctic oceanic region, we expected
that the populations of these pelagic amphipods would be panmictic, as observed in
other pelagic invertebrate in the Antarctic region (Deagle et al., 2015). However, our
analyses on neutral SNPs have clearly revealed the presence of subtle genetic
differentiation in holozooplanktonic species at scale of the Archipelago. These results
contrast with those obtained for a strictly pelagic mysidacea species Euphausia
superba where no genetic differentiation was found around the Antarctic using SNPs
markers (Deagle et al., 2015). Discriminant analysis and Bayesian clustering method
(e.g. STRUCTURE) results were largely congruent in the number of clusters found.
Although, the number of k must be interpreted with caution especially from a
biological point of view (Pritchard et al., 2000; Meirmans, 2015), our results suggest
two genetically distinct clusters for both species with different biological
interpretation. No obvious ecological separation was attached to the genetic clusters
identified for 7. abyssorum. Moreover, as no geographic correlation was detected
between these clusters, a potential vertical structure by depth can be considered.
Vertical distribution is not uncommon in the ocean (Kosobokova and Hopcroft,
2010), but it is often missed in genetic studies. Several studies have demonstrated a
vertical structuring distribution of genotypes in marine species like in the eurybathic
amphipod Eurythenes gryllus (France and Kocher, 1996). More recently, Weiner and
colleagues (2012) have documented the vertical distribution of three distinct
genotypes of the foraminifer Hastigerina pelagica corresponding to vertical niches.
For abyssal species like T. abyssorum, which is often associated with high depth
(Wenki, 2000), a vertical distribution is plausible. A sampling design adapted to
vertical stratification would be needed to test the hypothesis of genetic structuring

with depth.

For the other Canadian arctic 7. libellula, the discriminant analysis suggested five

groups instead of the two clusters proposed by the STRUCTURE analysis. This
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discrepancy might be caused by the different approaches employed by these two
clustering methods. DAPC is thought to be more efficient in detecting genetic
clustering than STRUCTURE, especially in weakly differentiated populations
(Benestan et al., 2015; Kanno et al., 2011; Jombart et al., 2010). Based on the DAPC,
two main groups can also be identified, and are congruent with those identified with
STRUCTURE. These two genetic clusters indicate a separation between the
Amundsen Gulf and the Lancaster Sound corresponding to the ecological zones
observed in the Canadian Archipelago, one being oligotrophic and the latter being
eutrophic (Ardyna et al., 2011). However, at the mitochondrial level, we were unable
to detect this structure. Several reasons can explain this mito-nuclear discordance
(review in Toews and Brelsford, 2012). A geographic isolation and then secondary
contact can be considered. In fact, the Canadian Archipelago was advanced as a
potential secondary contact zone in polychaetes (Hardy et al, 2011). Secondary
contact zones are characterized by a high mitochondrial diversity with an increase of
allelic richness (Hardy et al, 2011). Another explanation for the mito-nuclear
discordance we observed might be sex biased dispersal. Sex bias asymmetry can be
caused by male-biased dispersal, mating behaviour or sex-biased offspring production
(Toews and Brelsford, 2012). In the Hyperiidae, a parasitic behavior has been
described in some species (Laval, 1980; Gasca and Haddock, 2004), but it is less
documented for the genus Themisto (Laval, 1980). It appears that the adult female is
responsible for the dissemination of her limited progeny, seeking the correct hosts
and releasing its marsupium on them (Gasca and Haddock, 2004). Medusae and salps
are the main hosts for Themisto progeny (Laval, 1980). It would be interesting in the
future to investigate their host connectivity pattern and genetic population structure in
order to compare with those of their parasites. Differences in dispersal capability
among hosts would affect the connectivity scales of their parasites. The migration of

gelatinous zooplankton is not well documented.
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The genetic clusters identified for 7. abyssorum and T. libellula are not completely
isolated. The low values of @st (¢sr=0.015 for T. abyssorum and ¢sc=0.02 for T.
libellula) we have estimated these two species suggest a high gene flow between
populations. Low Fst values are common in marine species (Knusten et al., 2011).
Several studies have also reported similar low Fst values in species with planktonic
larval stages such as oceanic threespine stickleback populations (Hohenhole et al.,
2010), in the Pacific lamprey (Hess et al., 2013) or in the American lobster (Benestan
et al., 2015). An absence of significant Fst was also reported in the holozooplankton
Antarctic mysid (Deagle et al., 2015), suggesting unlimited gene flow around the

Antarctic.

We found a higher proportion of loci under balancing selection than under
diversifying selection; this confirms the idea that balancing selection is more
recurrent in the genome (Nielsen, 2005; Charlesworth, 2006). Genomic reference is
lacking for non-model organisms and information relative to the localization of
selected loci is often unknown (Helyar et al, 2011). Therefore, more efforts are
needed to characterize these regions probably involved in local adaptation. Several
studies have demonstrated the presence of local adaptations in marine organisms with
high dispersal (reviewed in Sandford and Kelly, 2011, Peijnenburg and Goezte,
2013), in particular because oceanic waters are neither homogenous in space nor in
depth (Norris, 2000). It has been advanced that Themisto species might be associated
to specific water masses (Dunbar, 1957; Auel et al., 2002) or water temperatures
(Wing, 1976). We suppose that this potential difference in water niche will also be
visible at the genomic level. Therefore, linking ecological features to genomic
resources among these arctic species will help to understand mechanisms that lead to
speciation in oceanic environments, in particular for marine zooplankton, where
selection is expected to be the main evolutive force acting (Peijnenburg and Goetze

2013).
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The number of SNPs used for this analysis is less than the dozen of thousands SNPs
used in other studies: (Benestan et al., 2015; Deagle et al., 2015). Since the capacity
of detecting population structure depends on the total number of alleles examined
(Helyar et al., 2011), it leads to the question of how many markers are needed. It
appears that several hundred SNPs are sufficient to detect genetic structure in non-
model organisms (Morin et al., 2009; Coates et al., 2009, Turakulov and Easteal,
2003; Hess et al., 2011; Andrews et al., 2016) even when the sampling size is small
(Willing et al., 2012). It has recently been advanced that the use of more individuals
(>100) will be more appropriate for the study of populations with subtle genetic
differentiation (Fst<0.01) (Benestan et al., 2016). Despite the limited number of
individuals per sampling sites, we have detected a more pronounced genetic structure
in both species. Recent studies have also highlighted some drawbacks in SNP calling
(Pan et al., 2015; Deagle et al., 2015; Andrews et al., 2016; Rodriguez-Ezpeleta et
al., 2016). In particular, repetitive region are known to be a source of error in SNP
calling (Ilut et al., 2014; Deagle et al., 2015). Recently, Rodriguez-Ezpeleta et al.,
(2016) have showed that STRUCTURE analyses can be sensitive to the parameters
used during SNP calling but not PCA; therefore showing the utility of combining the

two analyses.

4.7 Conclusion

The various analyses we carried out on mitochondrial and nuclear datasets indicated
contrasting genetic structure patterns and more limited connectivity among Themisto
species despite their similar dispersal abilities. The discordant population genetic
patterns harbored by these species suggest different responses to extrinsic factors
(Palumbi, 1996; Norris and de Vargas, 2000) as observed also among sea urchins
species (Addison and Hart, 2005). To gain insight into dispersal patterns of

holozooplanktonic species, it will be useful in the future to combine ecological
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factors, temporal and vertical sampling information. Today, marine transport in the
Arctic Ocean is increasing (Corbett et al., 2010) as the risk of marine invaders
(Molnar et al., 2008; Chan et al., 2013). Using genomic techniques to improve our
knowledge of marine arctic populations will help maintain and monitor Arctic marine

biodiversity.
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5.1 Résumé

Les populations d’especes pélagiques sont souvent percues comme génétiquement
homogenes sur de trés grandes échelles géographiques. Dans ce chapitre, nous
examinons la structure génétique de 1’espece cryptique de I’ Arctique nouvellement
découverte: Themisto sp. Nos analyses basées sur 33 individus, provenant de quatre
sites d’échantillonnage répartis au travers du Détroit de Béring et de 1’Alaska, ont
montré la présence d’une tres forte structuration génétique. Les analyses des données
mitochondriales et de Rad-tags ont montré la présence d’une forte structuration entre
le Golf de I’ Alaska et la mer de Béring. L’estimation du coefficient de différenciation
(Fst) basé sur 4805 SNP entre les populations du Pacifique et de la Béringie suggere
des échanges extrémement limités (¢ct=0.26) entre ces deux régions. Nos résultats
indiquent la présence de barriere a la migration au large de 1’Alaska, favorisant la

spéciation marine des especes pélagiques.

Mots-clés: Arctique; Génomique; Population; Themisto; Séquencage RAD; SNP;

Béring



152

5.2 Abstract

Pelagic species are often perceived as genetically homogenous over large geographic
scales. Here, we examine the genetic structure of the newly discovered cryptic arctic
holozooplankton Themisto sp.. Our analyses of 33 individuals from four sites
throughout the Alaskan waters show that zooplankton species can be highly
genetically structured. Mitochondrial and Rad-sequencing analyses revealed strong
spatial structuring between the Gulf of Alaska and the Bering Sea. Fst based on 4805
SNPs between Pacific and Bering Sea populations indicated very limited exchanges
(¢ct=0.26) maybe due to the Pacific Rim acting as a barrier to gene flow. Our results
suggest the presence of strong opportunities for marine speciation in open-ocean

zooplankton in this region.

Key-words: Arctic; Genomic; Population; Themisto; RAD sequencing; SNP ,

Bering
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5.3 Introduction

The lack of obvious barriers to dispersal in the marine environment has led to the
paradigm of widespread and genetically homogenous marine populations (Palumbi,
1994). A wealth of studies using on molecular markers have revealed the presence of
genetic structure in pelagic species, suggesting that barriers to gene flow is more
common in open-oceans (Palumbi, 1994; Bucklin et al., 1997; Waters and Roy, 2004;
Goetze, 2005; Levin, 2006). Marine genetic population studies have traditionnally
relied on the use of mitochondrial gene sequences and on a limited number of nuclear
markers such as microsatellites (Reitzel et al., 2013). The development of genotype—
by-sequencing techniques has enabled the scrutiny of thousands of nuclear markers
throughout the genome but in a more limited number of individuals than with
traditional markers due to sequencing costs (Holenhole et al., 2010; Davey et al.,
2011; Reitzel et al., 2013; Benestan et al., 2015; Deagle et al., 2015, Andrews et al.,
2016). This technique offers the possibility to reveal the presence of subtle genetic
differentiation that was not observed with other types of markers. Recently, Blanco-
Bercial and Bucklin (2016) have discovered using rad-seq, an unsuspected genetic
structure in the pelagic copepod Centropages typicus over the North Atlantic Ocean.
To date, this technique has not been used to investigate genetic structure in the Arctic

Ocean.

Themisto species are the most abundant crustaceans in the Arctic Ocean (Dunbar,
1957; Bowman, 1960; Wing, 1976; Auel et al., 2002) and play an important role in
marine arctic food webs (Darnis et al., 2012). Themisto species are holozooplankton
(i.e. organisms that spend their entire life in the water column), which implies a high
potential for dispersal over great distances (Grosberg and Cunningham, 2001). The
holoplanktonic lifestyle of these amphipods suggests that their populations could be
genetically homogenous throughout the Arctic Ocean but it has not been verified. A

recent molecular phylogeny (Chapter III) has shown the presence of a cryptic
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Themisto species in the Bering, referred as Themisto sp. that was genetically distinct
from T. libellula (18%) and from T. pacifica (11%) at the cytochrome I (COI). Since
this species was always confounded with its congeners, no information on its genetic
structure is known. Recently, southern species have expanded their distribution into
the Arctic Ocean due to global warming (Kraft e al, 2013b), increasing the

emergency to better characterize the current arctic biodiversity.

The Bering Strait is the only connection between the Pacific and Arctic Oceans,
allowing northward pacific input of water into the Arctic Ocean. Moreover, the
complex history of the region has influenced marine arctic species assemblages and
populations (Hewitt, 2004; Coyer et al., 2009; Hardy et al, 2011). At least six
openings of the Bering Strait have been documented (reviewed in Vermeij, 1991;
Cunnigham and Collins, 1998; Heads, 2005), allowing Pacific invasion into the
Arctic Ocean. In addition, during the Quaternary glaciation, the Bering Strait was a
refugium for numerous marine species (Hardy et al., 2011). All these factors have led
to the complex genetic diversity of marine species in this area, contributing to
divergence and the isolation between pacific and arctic populations (Dodson et al.,
2007; Hardy et al., 2011), as it has been described for the isolated Bering and Arctic
populations of the copepod Calanus glacialis (Nelson et al., 2009).

The aim of this study was to characterize the population structure and connectivity of
Themisto sp. populations from the Chukchi Sea, northern and southern Bering Sea
and from Prince William Sound, Alaska, combining both the mitochondrial
cytochrome oxidase I (COI) gene and nuclear RAD sequencing (rad-seq). As well,
we tested for genetic admixture between Themisto sp. and its congener 7. libellula
using SNPs obtained from rad-seq. We discuss our results in the light of cryptic

speciation and genetic structure in the open-ocean.
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5.4 Material and Methods
5.4.1 Samples and DNA extraction

Samples from the Bering area were provided by A. Pinchuck. The 204 samples of
Themisto libellula were collected with 500 and 750 pm mesh size horizontal or
vertical nets from various locations in the Arctic Canadian Archipelago during the
ArcticNet expedition in 2011 as described in Chapter IV. Samples were identified
through the species level with appropriate taxonomic keys (Vinagrov et al., 1996;
Martins et Davis, 2001). Genomic extractions were performed on 33 individuals of
Themisto sp. (Figure 5.1) with an E.Z.N.A kit (omega-biotek) according to the
manufacturer’s instructions. Each DNA extraction was treated with 5 uLL. of RNAse-A

solution (10 mg/mL, sigma Aldrich).

5.4.2 Mitochondrial analysis
5.4.2.1 Mitochondrial amplification

Genetic variation of the 33 individuals was screened at one mitochondrial DNA
(mtDNA) region. The cytochrome oxidase ¢ I mtDNA (COI) was amplified by
polymerase chain reaction (PCR) for 6-12 individuals per sampling site (Table 5.1)
using the protocol from Dionne et al., (2011) and the universal primers LCO1490 and
HCO2198 from Folmer et al., (1994). PCR products were checked on 1.5 % agarose
gel and unidirectionally sequenced by Genome Québec (McGill University, Canada).
DNA sequences were verified by eyes and aligned with MUSCLE (Edgar, 2004) in
MEGAS (Tamura et al., 2011).
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Tableau 5.1 Coordinates of the sampling sites, and number of individuals used in

this study for each site. Geographic coordinates are in decimal degree.

Latitude Longitude N Accession
Chukchi (CHU) 69.91225 -171.988202 | 8 XX
North East Bering (NEB) | 62.312308 -173.809573 | 7 XX
South East Bering (SEB) | 54.407991 -166.675937 | 6 XX
Prince William Sound

60.731934 | -147.102874 | 12 XX
(PWS)

5.4.2.2 Genetic diversity

Number of haplotypes (H), haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (n) were
calculated for mtDNA COI sequences from each location using DNAsp v5 (Librado
and Rozas, 2012). Genetic variability within and among sample locations was
investigated using two different approaches. First, pairwise @st values between
samples were estimated with a significance level of 0.05 determined by 10,000
permutations. Secondly, a global analysis of hierarchical molecular variance
(AMOVA) was performed to test the distribution of the variation at different levels.
All these analyses were conducted in Arlequin v.3.5.2 (Excoffier et al., 2005). For
each species, haplotype networks were constructed to evaluate intraspecific
relationships among all haplotypes using the Median-Joining (MJ) algorithm
implemented in Popart (http://popart.otago.ac.nz/index.shtml). We tested for the

presence of a correlation between geographic and genetic distances using a Mantel
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test. Matrices of geographic distances between sampling locations were calculated
with the geographic distance matrix generator software (Ersts, 2016). Linear Slatkin
genetic distances were generated in Arlequin v.3.5.2 (Excoffier et al., 2005).
Statistical significance of the correlation was assessed with a 1000 times permutation

test.

5.4.2.3 Demographic history

For each species, demographic history was inferred using neutrality tests, mismatch
distribution and Bayesian Skyline Plot. Tajima's D test (Tajima, 1989), Fu and Li F*
and Fu and Li D* tests (Fu and Li, 1993), which allow to test a sign of population
expansion or contraction, were performed on the entire mitochondrial dataset of each
Themisto species. Time changes in population size were estimated for each species
using a Bayesian skyline method implemented in BEAST 1.8.2 (Drummond et al.,
2012). The DNA substitution model was identified according to the best Bayesian
information criterion (BIC) using Topaliv2 (Milne et al., 2004). Chains were run for
10 million steps, and convergence was assessed when effective sample sizes (ESS)
reached at least 200. For the time scale, a strict molecular clock was used with a rate
of 2 % / My as proposed for crustaceans by Knowlton and Weigt (1998). All other
parameters were automatically adjusted. Outputs were analysed in Tracer 1.5

(Rambault et al., 2014).

5.4.3 RAD-seq
5.4.3.1 SNP identification

Following libraries preparation, samples of Themisto sp. were pooled with T. libellula
and randomly put on plates in order to avoid bias in base calling. Pooled genomic
DNA was cut by the Pstl and Mstl restriction enzymes and 100 bp paired ends were
sequenced on an Illumina HiSeq platform at the Institut de Biologie Intégrative et des

Systemes (IBIS, Laval University, Quebec, Canada). Hi-seq Illumina output was used
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to genotype individuals according to the UNEAK pipeline available in TASSEL 3.0
(Bradbury et al., 2007) as described in White er al., (2013). Briefly, the UNEAK
pipeline first trimmed all the reads to 64 bp long. Then, identical reads were grouped
into tags. All tags were compared to find candidate SNPs with 1 bp mismatch
between paired tags. Finally, a network filter step was used to discard complicated
networks, which are usually a mixture of repeats, paralogs and error tags (Lu et al.,
2013). The reciprocal pairs of tags retained after this step were considered as valid
SNPs. Following SNP identification, individuals were scored for their genotype,
allowing a sequencing error rate of 3%. In TASSEL 5.0 (Glaubitz et al., 2014), loci
that were called in at least 70% of individuals were retained. In order to remove SNPs
from sequencing errors (Glaubitz et al., 2014), we set a minimum allele frequency to
0.05. As paralogous sequences can inflate heterozygosity (Pan et al., 2015) and
therefore can bias analyses, we also removed loci with He > 0.5 and individuals with
more than 30 % of missing value. Because genotyping errors can lead to false
conclusions, we removed loci that deviated from the Hardy-Weinberg equilibrium
(Hoskin et al., 2004). Hardy—Weinberg equilibrium tests were conducted on each
locus for all and within each collection site with the adegenet package (Jombart,
2008; Jombart and Amel, 2011) available in R. SNPs with a p-value <0.0001 in any
site, or <0.001 in multiple collection sites, were discarded (p-value computed using

999 simulations).

5.4.3.2 Detection of outliers

As phylogeogaphic parameters estimates often rely on the assumption of neutral
markers, we detected outliers SNPs to remove them from the analysis, as suggested
by Beaumont and Nichols (1996). Using a Bayesian approach, we identified loci
under selection with BayeScan 2.1 (Foll and Gaggiotti, 2008) as described in Glover
et al., (2012) with a prior odd of 100000 and default parameters. Graphical outputs

were visualized in R.
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5.4.3.3 Population structure and assignment tests

We first verified the presence of hybrids between 7. libellula and Themisto sp. using
discriminant analysis of principal component (DAPC) available in the adegenet
(Jombart, 2008; Jombart and Ahmel, 2011) package of R, and the Bayesian
assignment method implemented in STRUCTURE v2.3.2 (Pritchard et al., 2000).
STRUCTURE aimed to assign individuals to K putative populations based on their
genotype. For this purpose, we assumed an admixture model, uncorrelated allele
frequencies and we did not use population priors. We performed this analysis by
varying from K=2 to K=10 and conducted 5 runs to check the consistency of the
results with an initial burn-in of 10 000 steps followed by 10 000 of Markov Chain
Monte Carlo repetitions. We also conducted the same analysis on Themisto sp. only
in order to identify potential populations. STRUCTURE results were analyzed using
the online version of STRUCTURE HARVESTER (Earl and vonHoldt, 2012;

http://taylorQ.biology.ucla.edu/structureHarvester). The best number of clusters was

chosen according to the method of Evanno et al., (2005). Results were visualized
with the web application STRUCTURE PLOT (Ramasamy et al, 2014;
http://btismysore.in/strplot/index.php).

5.4.3.4 Genetic diversity and Fst

Pairwise Fst were calculated and significance was assessed with a 10000 times
permutation test. Analyses of molecular variance (AMOVA) were performed in order
to assess the distribution of genetic diversity among and within populations. All these

analyses were performed in Arlequin v3.5.2 (Excoffier et al., 2005).
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5.5 Results
5.5.1 Mitochondrial analysis

The 627 bp of the COI mitochondrial gene sequences for 33 Themisto sp. revealed 7
variable sites. The uncorrected pairwise distances between sequences ranged from 0
to 0.6%. Prince William Sound harboured the highest haplotypic (0.576 +0.16) and
nucleotide diversity (0.00133 +0.0005) compared to the other sampling sites (Table
5.1). Southeast Bering represented the least diverse region, with a single haplotype

found over the six individuals (Table 5.2).

Mitochondrial networks consisted of 7 haplotypes for Themisto sp. with one
haplotype (H2) spread throughout the sampled stations (Figures 5.2 and 5.3).
Haplotype 1 and haplotype 6 were limited to Chukchi and Northeast Bering seas. All
haplotypes were separated by only one or two mutations. Two groups of haplotypes
were found: one including haplotypes 3, 4, 6, and 7 mostly restricted to Prince

William Sound and the remaining haplotypes composing the other group.
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Tableau 5.2 Results of the mitochondrial analysis of cytochrome oxidase I (COI)
for Themisto sp. N= number of individuals, H= number of haplotypes, h= haplotypic

diversity, m=nucleotide diversity. Standard deviations (sd) are in parentheses.

Themisto sp. N H h(zxsd) 7 (£sd) G+C
content
All sampling sites 33 7 0.587 0.00195 0.324

(x0.081) (+0.00029)

Chukchi sea (CHU) 8 2 0.25(x0.18) 0.0004 0.324
(£0.00029)

North  East Bering | 7 2 0.286 0.00046 0.324

(NEB) (£0.196) (£0.00031)

South East Bering (SEB) | 6 1 0 0 0.324

Prince William Sound | 12 5 0.576 0.00133 0.324

(PWS) (x0.16) (+0.0005)
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Figure 5.2 Haplotype network based on 627 bp of mitochondrial cytochrome ¢
oxidase I sequences obtained for Themisto sp. Circle sizes are proportional to number
of individuals observed for that haplotype and colour codes refer to a haplotype. The

number of traits on a line corresponds to the number of mutations between sequences.
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Tableau 5.3 Pairwise ¢@st between sampling locations for each Themisto sp.

** significant at p<0.001.

CHU NEB PWS SEB
CHU 0
NEB 0 0
PWS 0.73168%** 0.73168** 0
SEB -0.04025 -0.04025 0.73990%** 0

Pairwise st between sampling sites were null except with Prince William Sound
(Table 5.3, where all st were high (0.73) and significant. No significant correlation
between geographic and genetic distance was detected with the Mantel test
(r=0.37,p>0.1). AMOVA analysis performed on one group of Themisto sp.
showed that the majority of the genetic variation (70%) occurred among sampling

sites and less variation occurred within sampling sites (Table 5.4).

Tableau 5.4 Analysis of Molecular Variance on mitochondrial dataset of Themisto

sp.. ** significant at p<0.001.

Source of variation Percentage of variation

Themisto sp. Among sampling location | 70.8

@st= 0.7 ** Within sampling location | 29.2
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Tableau 5.5 Tajima’s D, Fu’s Fs neutrality tests calculated on the 627 bp of COL. *

significant at p<0.05.

Tajima’s D | Fu and Li D* Fu and Li F*
Themisto sp. -0.84609 -2.29569 -2.16495
Region PWS -1.83094* -2.22902% -2.40959*
Region (NEB+SEB+CHU) -1.51414 -2.08204 -2.21420

The results of Tajima’s D and Fu and Li D* and F* tests to infer the demographic

history are shown in Table 5.5. Significant negative values were only observed for the

regional group of Prince William Sound, suggesting a population expansion as

confirmed by the Bayesian skyline analysis (Figure 5.4). Effective population size of

Themisto sp. is estimated around 10* individuals and the time since the expansion is

estimated around 50 years.
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5.5.2 Rad-tag analysis

RAD sequencing produced 449 183 454 reads for T. libellula | Themisto sp. As the
genome size of T. libellula is known (C= 3,97pg, Rees et al., 2007), we estimated the
sequencing depth for each Themisto dataset to 10X. Number of reads for each
individual ranged from 31 995 to 4 487 248, probably due the variable quality of
DNA among individuals. Prior to filtering, a total of 83116 loci for
T.libellula/Themisto sp. were identified as potential loci for this analysis. After
filtering, the final dataset consisted of 3114 SNP common to 7. libellula and
Themisto sp. and 6130 loci for Themisto sp. (Table 5.6). After removing loci not in
Hardy-Weinberg equilibrium, 893 loci for 7. libellula and 4908 for Themisto sp. were

used for further analyses.

Tableau 5.6 Number of putative loci retained following each filtering step.

Step filter T.libellula/Themisto sp. | Themisto sp.
Initial 83116
Minor allele frequency >0.05 6787 6130

>85% of population
Hardy-Weinberg
All 1216 5032

Population 893 4908
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5.5.2.1 Hybrids between Themisto libellula and Themisto sp.

Two distinct clusters were identified based on DAPC and STRUCTURE (Figures 5.5
and 5.6). Each cluster corresponded to a single species, ruling out the possibility of

hybridization between Themisto libellula and Themisto sp.
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Figure 5.5 Discriminant analysis based on the 893 loci found in both Themisto libellula and Themisto sp.



171

1.00 =

0.75 ==

0.50 ==

0.25 =

0.00 —
Themisto sp. Themisto libellula

Figure 5.6 Structure plot based on 893 loci found in Themisto libellula and Themisto sp., under the admixture

model. Distinct colors represent estimated cluster.
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5.5.2.2 Population genetic of Themisto sp.

Putative loci under selection were detected using BayeScan and a false discovery rate
set to 0.05 (Figure 5.7) for each Themisto species. We detected over 4908 loci, of
which 4805 were neutral and 103 loci were under balancing selection. Based on
discriminant analysis, Themisto sp. showed two distinct clusters (Figure 5.8).
Analysis of the STRUCTURE suggested K=2 for Themisto sp. as the best values for
the number of populations (Table 5.7). All the results were congruent with the DAPC.
Themisto sp. harboured two clearly distinct groups (Figure 5.9): one from the Prince
William Sound (in yellow) and another from the Bering area (in orange). Assignment
analyses suggested limited exchanges between Prince William Sound and the Bering
area as confirmed by the Fst estimate between these two groups (¢sc=0.26; p<0.05;

Table 5.8).

Tableau 5.7 Evanno table for Themisto sp. In bold: the best K according to the

Evanno method.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)I Delta K

1 5 -140828.6 40.2457 NA NA NA

2 5 -118726.3 112.1178 22102.24 30112.84 268.58204

35 -126736.9 12917.899 -8010.6  15887.9 1.229914

4 5 -118859.6 172.6046 7877.3  7942.08 46.013131
Themisto sp. 55 -118924.4 430.6058 -64.78 2.62 0.006084

6 5 -118991.8 659.4125 -67.4 129.96  0.197085

7 5 -119189.2 831.4603 -197.36  460.28 0.55358

8 5 -118926.2 511.2698 262.92  225.04  0.440159

9 5 -118888.4 86.5021 37.88 3021.24 34.926783

10 5 -121871.7 6866.5638 -2983.36 NA NA
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Figure 5.9 Structure plot using the SNP dataset with two clusters for Themisto sp., under the admixture model.

Distinct colors represent estimated clusters; sampling sites are separated by a black line.



As the mitochondrial and the clustering methods indicated clearly two groups, we

also performed the AMOVA using this grouping for the two regions (Table 5.8).

Very strong structuring was revealed between the Prince William Sound and the

Bering areas (26.7%; ¢CT= 0.26; p<0.05). Small but significant differences among

Bering populations was also observed (3%, ¢SC=0.00035; p<0.05).

Tableau 5.8 Analysis of Molecular Variance (AMOVA) for Themisto sp. **=

significant value p<0.05

Source of variation

Percentage of variation

Among groups

Among populations within groups

Within populations

26.64

pcr =0.26670%*

0.03

@sc =0.00035%*

73.33

@st =0.26645
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5.6 Discussion

The present study revealed the genetic distinctiveness of Themisto sp. at the nuclear
level from its arctic congener 7. libellula. In addition, deep genetic structure was
found at ocean basins scale at both the COI gene and nuclear SNPs in this
holozooplanktonic invertebrate. Our first SNPs results in this newly discovered
species suggest homogeneous populations in the Bering area. Here, we discuss how

our results benefit to our understanding of seascape genetic and arctic diversity.

5.6.1 Cryptic speciation

Our SNPs results suggest that Themisto sp. and its arctic congener 7. libellula, do not
hybridize and are distinct at the nuclear level. As no reference genome is available for
Themisto or closely related species, we were not able to identify genomic regions
potentially involved in speciation. Genomic reference is lacking for a vast number of
non-model organisms and information relative to the localization of loci is often
unknown (Helyar et al., 2011). Several studies have shown the presence of local
adaptations in marine organisms with high dispersal (Goetze, 2005; reviewed in
Sandford and Kelly, 2011, Peijnenburg and Goetze, 2013). Ecological differences in
temperature and diet preferences have been identified among Themisto species
(Dunbar, 1957; Wing, 1976; Auel et al., 2002; Dalpadado et al., 2008). Therefore,
linking ecological features to genomic data among these arctic species will help to
understand mechanisms that lead to speciation in oceanic environments, in particular
for marine zooplankton, where selection is expected to be the main evolutive force
acting (Goetze, 2005; Peijnenburg and Goetze, 2013). In the near future, it will be
interesting to characterize the location of these SNPs to see if these regions are linked

to the thermal niches of Themisto species.
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5.6.2 Genetic structure

Both SNPs and mitochondrial sequences revealed deep separation between
populations from Prince William Sound and the Bering Sea. Global ¢ ST was very
high (mt @st=0.7, p-value<0.001; SNP ¢cr=0.26, p-value<0.05), suggesting very
restricted genetic exchanges. Low Fst values are common in marine species (Knusten
et al., 2011), and to our knowledge, no Fsr values as high have been reported in
holozooplankton species based on the use of thousand SNPs. Another study based on
microsatellites found a weaker but significant differentiation between these two
regions in the walleye pollock (O’reilly et al., 2004). Even in the close relatives
T. abyssorum and T. libellula, in the Canadian Arctic Archipelago, we have not
detected such a high level of differentiation (Chapter IV). Other studies have reported
limited exchanges between these regions in the Giant Pacific Octopus Enteroctopus
dofleinitopus (Toussaint et al., 2012), in the pacific halibut Hippoglossus stenolepis
(Nielsen et al., 2010), in the walleye Pollock Theragra chalcogramma (Mulligan et
al., 1992) or in the Pacific cod Gadus macrocephalus (Spies, 2012). These results
suggest that, despite constant northward inflow from the Pacific, populations are kept
isolated. Two hypotheses can be considered: isolation due to historical events like

glaciations and ecological differentiation.

Pleistocene glaciations are known to be one of the last climatic changes to have
influenced the genetic structure of many marine species (Hewitt, 1996). During the
Pleistocene glacial maxima, the Bering Sea was mostly covered by ice, forcing
species to move south into refugia (Hewitt, 1996). At the end of this cooler period,
populations that were previously isolated were in contact again. The Bering area was
proposed as a refuge for several marine species like the capelin (Dodson et al., 2007)
and polychaete (Hardy er al., 2011). Other studies have proposed the presence of

more southern refugia along the Alaskan coast (Coyer et al., 2011). The presence of
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private haplotype we observed in Prince William Sound could be a sign of a
refugium. However, as our sample size is limited, we have probably not captured all
the genetic diversity present in the entire area. Pursuing sampling effort in these
regions will help to better understand the history of the region. In addition, the time
since population expansion (50 years) for Themisto sp. does not support this
hypothesis. Nonetheless, Bayesian skyline reconstructions are sensitive to the
mutation rate choose (Grant et al., 2012). In the absence of fossils, we used a general
molecular estimate proposed by Knowlton and Weigt (1998) for crustaceans. Using a

more appropriate molecular clock will undoubtedly refine this time estimate.

In marine environments, currents can promote or can impede genetic exchanges
among populations (Mitarai et al., 2009; White et al., 2010). As currents flow
northward from the Pacific to the Arctic, we expected more admixture from the
Prince William Sound into the Bering area but our results suggest extremely limited
exchanges between these areas. In the Pacific cod Gadus microcephalus, ecological
differences among different spawning groups spread from either side of the Aleutian
Archipelago have been documented, highlighting the influence of physical factors on
the structure of marine populations in this area (Spies, 2012). In addition, future work
should characterize the northern distribution limit of Themisto sp. to determine if the
Chukchi shelf might act as a barrier that limits the entry of Bering individuals into the
Arctic, as observed in the copepod Calanus glacialis (Nelson et al., 2009). No
differences were found between Bering and Chukchi Themisto, but this might be due
to our limited sampling. Better understanding the spatial structure of this species will
help us to better understand mechanisms that lead to speciation in marine

environment.

Ecological preferences are known to be a source of divergence between marine

population (Goetze, 2005; Peijnenburg and Goetze, 2005). We have identified 105



180

SNPs under selection without any information on their genomic location. De Wit and
Palumbi (2013) have identified in the red abalone population several genes containing
outliers SNPs. All of these genes were involved in the calcification process, which is
perturbed with oceanic acidification due to climatic changes. Thus, identifying the
gene of the selected SNP we detected in Themisto sp. will help to understand how this
species will respond to the future oceans perturbations. Themisto pacifica is used as
an indicator of subarctic waters (Lavaniegos, 2014) and T. libellula for tracking arctic
waters (Pinchuck et al., 2013). We do not know anything about the ecology of
Themisto sp., but it will be useful to describe it in order to see to which water mass it

is associated.

5.6.3 Limit of the techniques

Our DAPC and STRUCTURE analyses were congruent with mitochondrial analyses
even if we have not tested the impact of various parameter values in SNP calling. Our
results, based on 33 individuals from four sites, certainly did not capture all the
diversity present in this area. It is highly probable that our Fsr estimates and effective
population size estimates were not accurate due to our small sample size. Grant
(2015) has demonstrated that Bayesian skyline plot often fails to recover when
expansion has occurred with less than 50 individuals. Thus, adding more individuals
would help to have a better picture of the genetic structure in the Alaskan waters of

this cryptic species.

5.7 Conclusion

Widespread genetic exchanges are often assumed in holozooplanktonic species
(Palumbi, 1994). The various analyses we carried out on mitochondrial and nuclear
datasets indicated a strong spatial structuration of Themisto sp. despite our limited

sample size. The high differentiation between Prince William Sound and the Bering
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region suggested very restricted exchanges despite a continuous northward current.
To gain insight into dispersal patterns of holozooplanktonic species, it will be useful
in the future to include ecological factors and temporal sampling information. Using
genomic techniques to improve our knowledge on marine arctic populations will

benefit to maintain and monitor Arctic marine biodiversity.
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CHAPITRE VI

CONCLUSION GENERALE

L’objectif général de cette these était d’étudier la connectivité des amphipodes marins
de I’Arctique a différentes échelles spatiales et temporelles. Les résultats obtenus
dans cette these montrent qu’en milieu marin, les échanges sont plus limités et
complexes que ce qui était supposé traditionnellement. Nous avons clairement
démontré que les patrons de connectivité chez les amphipodes marins arctiques
étaient limités a une grande échelle géographique mais aussi a une échelle spatiale
plus petite méme chez des especes pélagiques. Ces observations sont issues de
I’analyse de la connectivité entre les trois océans canadiens (Chapitre II), a I’intérieur
d’un genre strictement pélagique (Chapitre III) et a partir de I’étude de la
structuration des populations de trois especes d’amphipodes pélagiques (Chapitre IV
et Chapitre V) a ’aide de marqueurs moléculaires évoluant a des vitesses différentes

(Figure 6.1).
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6.1 Connectivité a I’échelle tri-océanique (Chapitre II)

Le deuxiéme chapitre de ma theése s'est focalisé sur la connectivité entre les trois
océans canadiens chez les amphipodes marins. En particulier, nous nous sommes
intéressées a l’influence des océans limitrophes de ['océan Arctique sur sa
biodiversité. Comme le nombre d’espece d’amphipodes est inconnu dans ces régions,
nous avons utilisé les codes-barres ADN du cytochrome oxydase I (COI) provenant
de I’échantillonnage et de la base de données BOLD pour définir le nombre d’especes
potentielles sous forme d’OTU (operationnal taxonomic unit) dans chaque océan.
Nous avons d’abord délimité un seuil pour définir les OTUs, puis afin d’évaluer la

connectivité entre chaque océan, nous avons recherché la présence d’OTUs partagées.

6.1.1 Echange tri-océanique

En comparant la composition en espece des trois océans Arctique, Atlantique et
Pacifique, j’ai mis en évidence une proximité entre les océans Atlantique et Arctique
(26 OTUs en commun). Mon étude a aussi mis en évidence que le Pacifique semblait
étre plus isolé de 1’ Arctique car aucune espece partagée entre les deux océans a été
observé. Ces résultats suggerent que la connectivité entre les trois océans n’est pas
égale, mais semble se faire préférentiellement entre 1’océan Atlantique et Arctique.
Un résultat similaire avait aussi été observé chez les polychetes (Carr et al., 2011;
Budeava et Rogacheva, 2013). L’isolement que 1’on observe entre 1’océan Pacifique
et Arctique bien qu’il y ait un apport continu d’eau du Pacifique en Arctique
important pourrait refléter une adaptation de ces taxons aux conditions
environnementales du Pacifique. Toutefois, les données de code-barres des
amphipodes du Pacifiques disponibles dans BOLD étaient plus limitées que celles des
océans Arctique et Atlantique.Cependant, en normalisant les données la méme
tendance a été retrouvée (données non présentées); mais en augmentant I’effort de
caractérisation de la biodiversité des amphipodes de cet océan ce résultat pourrait étre

confirmé.
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La proximité entre les faunes marines arctiques et atlantiques que nous avons
observée démontre que I’ Atlantique joue un rdle important sur la biodiversité marine
de I’Arctique. Mes résultats contrastent avec la plupart des études sur les échanges
transarctiques (revues dans Vermeij, 1991) oll une proximité entre les taxons du
Pacifique et de 1’ Arctique semble étre plus souvent observée. C’est le cas chez les
algues brunes Fucus distichus L. (Coyer et al., 2011), les oursins (Addison et Hart,
2004; 2005), les moules (Nikula et al., 2003, Viinoli et al., 2008) ou chez certains
poissons (Dodson et al., 2007; Palsson et al., 2009). Plusieurs hypothéses comme une
différence initiale dans le nombre des especes entre les biotes, le patrons de
circulations des courants, ou les conditions des environnements receveurs (revues
dans Vermeij, 1991) ont été avancées pour expliquer cette asymétrie en faveur du
Pacifique dans la majorité des échanges transarctiques, mais il semble que
I’opportunité écologique soit la principale hypothese qui permettrait de 1’expliquer
(Cunnigham et Collins, 1998). Notamment, 1’océan Atlantique semble avoir
expérimenté de plus grandes perturbations lors des périodes de glaciation survenues
entre le Pliocéne et le Pléistocéne conduisant a un plus grand appauvrissement en
especes (Cunnigham et Collins, 1998; Vermeij, 1991). Pour certains auteurs, le Nord-
Est Atlantique apparait aussi comme une zone ayant joué un rdle important dans la
recolonisation du Nord-Ouest Atlantique mais aussi de 1’ Arctique (Cunningham et
Collins, 1998; Ingolfsson, 2009). Notre étude s’est limitée aux trois océans canadiens.
Il serait intéressant de reconduire la méme étude en incluant aussi le Nord-est
Atlantique afin de vérifier I’influence de ce dernier sur la biodiversité arctique et de
vérifier si comme certains auteurs 1’avancent, le Nord-est Atlantique serait a I’origine

de la biodiversité du Nord-ouest Atlantique.

Durant les dernieres glaciations, il est probable que le littoral ait été plus fortement
perturbé que le milieu pélagique favorisant ainsi la recolonisation des milieux

N

littoraux a partir de d’autres endroits (Cunnigham et Collins, 1998). Il est donc
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probable que les especes littorales aient été plus affectées par la couverture de glace
que les especes pélagiques. En comparant les patrons d’échanges transarctiques en
fonction du milieu occupé (i.e. littoral versus pélagique), il serait possible de mettre
en évidence comment les échanges transarctiques et autres processus historiques ont
influencé la diversité marine actuelle. De plus, il serait pertinent de faire aussi la
distinction entre les especes benthiques et pélagiques afin de caractériser une

différence dans les échanges en fonction des courants.

6.1.2 Seuil pour définir une espece

Mon étude a confirmé 1’utilité du code-barres ADN basé sur I’utilisation du gene COI
dans la délimitation des especes d’amphipodes. Notamment, grace a cette technique,
j’ai mis en évidence la présence de nombreuses especes cryptiques au niveau des trois
océans canadiens. Ces résultats confirment que la biodiversité marine a largement été
sous-estimée, comme d’autres études I’ont suggéré chez les amphipodes pélagiques
(Lorz et al., 2012; Havermans et al., 2013); les polychetes (Carr et al., 2011), les
copépodes (Goetze, 2005), les mollusques (Layton et al., 2014), et de nombreuses
autres especes marines (Radulovici er al., 2010; Raupach et Radulovici 2015).
Néanmoins, cette technique a soulevé de nombreuses critiques notamment sur le seuil
a utiliser pour déterminer les especes potentielles (revues dans Collins et
Cruickshank, 2013). Traditionnellement un seuil de 3% de divergence est utilisé pour
discriminer les especes (Hebert ef al., 2003a). Chez les crustacés un seuil plus élevé
(16%) a été proposé par Lefébure et al., (2006). Plusieurs méthodes ont par ailleurs
été développées et améliorées pour mieux délimiter les espéces en se basant sur une
seule donnée moléculaire (Pons et al., 2006; Lefébure et al., 2006; Puillandre et al.,
2012). En utilisant deux de ces méthodes, j’ai obtenu des résultats qui contrastaient
avec ceux déja connus chez les amphipodes. Premierement, j’ai montré qu’un seuil de

divergence de 7% au niveau du COI, plutdét qu’'un seuil de 3%, réussit mieux a
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discriminer la plupart des especes d’amphipodes sauf les Gammaridae ou le seuil de
16% reste le plus approprié. Deuxieémement, en explorant la distribution des distances
inter et intra-spécifiques dans une dizaine de familles d’amphipodes, j’ai démontré
que le seuil de 16% avancé par Lefébure (et al., 2006) sous-estimait le nombre
d’especes d’amphipodes. Une autre étude (Trontelj et al., 2009) avait aussi constaté
que ce seuil n’était pas adapté pour délimiter les especes de Niphargidae (famille de
I’ordre Amphipoda). Il apparait que les différences d’évolution au sein des familles
pourraient faire varier la valeur du seuil de délimitation approprié pour discriminer
les especes (Collins et Cruicshank, 2013), ce qui veut dire qu’utiliser un seuil unique
conduit a sous-estimer ou surestimer le nombre d’especes. Il est donc important
d’évaluer le seuil propre pour chauge espece qui permettra de discriminer au mieux

celles-ci plutot que d’utiliser un seuil général.

6.2 Phylogénie (Chapitre III)

Le troisieme chapitre de ma these s'est focalisé sur la connectivité au sein d’un genre
d’amphipode strictement pélagique: Themisto. Les Themisto sont des especes
holozooplanctoniques qui passe leur vie enticre dans la colonne d’eau leur conférant
un potentiel de dispersion en théorie tres grand. Pourtant la présence de différentes
especes de Themisto indiquent la présence de barriere qui a conduit a leur spéciation.
Afin de caractériser les liens phylogénétiques entres les différentes especes retrouvées
dans tous les océans de I’hémisphere Nord, une phylogénie des especes a été
reconstruite en combinant des données mitochondriales et nucléaires. J’ai démontré
par cette approche la présence d’une espece cryptique au niveau de la Béringie. J’ai
aussi proposé une phylogénie mises a jour du genre Themisto dont la derniere
phylogénie moléculaire datait de 1986 (Schneppenheim et Wagman-Hass, 1986).
Ensuite j’ai résolu le positionnement de Themisto au sein de la famille Hyperiidae

(Hurt et al., 2013).
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6.2.1 Connectivité limitée chez les especes pélagiques

En explorant les liens phylogénétiques des Themisto, j’ai mis en évidence I’existence
d’une espece cryptique, appelée provisoirement Themisto sp., qui était confondue
avec T. libellula ou T. pacifica. Ma phylogénie indique que Themisto sp. est plus
proche des especes de 1’Arctique (7. libellula) et de I’ Atlantique (7. abyssoruml/T.
compressa) que de celles du Pacifique (7. japonicalT. pacifica). Ce résultat confirme
le fort isolement entre le Pacifique et I’ Arctique que j’avais caractérisé au chapitre II,
ainsi qu’avec ceux obtenus par Darling (et al., 2007) chez les foraminiferes. Méme si
le Pacifique et 1’Arctique sont géographiquement proches, il semble que leurs
échanges soient limités. Darling et al., (2007) ainsi que d’autres études (Goetze,
2005; Sobel et al., 2010) suggerent que les préférences écologiques seraient
principalement responsables de la spéciation en milieu marin. Chez les Themisto, les
préférences écologiques de chacune des especes ne sont pas connues. Néanmoins,
chez certaines especes 1. abyssorum et T. libellula ou T. gaudichaudii et T. japonica,
des préférences écologiques dans leur dietes et leur tolérance a la température ont été
décrites (Auel et al., 2002; Dalpadado et al., 2008; Ikeda, 2009). Par exemple, méme
si les Themisto sont principalement carnivores, il semble que T.abyssorun soit plus
détritivore (Auel et al., 2002). Afin de vérifier si les préférences écologiques sont la
principale cause de leur divergence, il serait intéressant de voir si chaque espece de

Themisto est associée préférentiellement a certains parametres environnementaux.

Une autre hypotheése qui pourrait influencer la spéciation des Themisto est le
comportement parasitaire. En plus d’avoir un mode de vie entierement pélagique, une
autre caractéristique des Themisto ainsi que de tous les autres représentants du sous-
ordre Hyperiidae est leur comportement parasitaire envers les organismes

zooplanctoniques gélatineux (Laval, 1980; Gasca et al., 2004). 1l semble qu’il existe
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des associations préférentielles entre certains cnidaires et les Hyperiidae (Laval,
1980) et que les Hyperiidae ont développé des appendices spécifiques de 1’hdte qu’ils
parasitent (Browne et al., 2007). Cependant, ces associations sont souvent basées sur
des observations in situ et il est probable que toutes les associations ne soient pas
connues. Il serait intéressant de voir si une coévolution entre les cnidaires et les
Hyperiidae existe, en comparant par exemple les arbres phylogénétiques de chacun.
Actuellement, il existe encore des zones d’ombre dans I’arbre phylogénétique des
cnidaires (Collins, 2009), mais il est probable qu’en comparant certaines branches,
des associations pourraient étre vérifiées. Par exemple, Legendre et al., (2002) ont
développé un test simple qui permet de vérifier si une association hote-parasite a plus
de chances de survenir par hasard en comparant les phylogénies des hotes avec celles

des parasites.

En estimant le taux de divergence entre les Themisto, j’ai trouvé la plus faible valeur
de divergence entre une espece de 1’hémisphere nord (7. compressa) et une de
I’hémisphere sud (7. gaudichaudii). de Vargas (et al., 2000) ont montré que la
distribution le long de 1’Atlantique des génotypes du foraminifere Orbulina
correspondait a des zones hydrographiques précises, suggérant que la distribution des
especes est surtout liée a 1’adaptation écologique. Darling et al.,(2000) ont démontré
que certains foraminiferes arctiques et antarctiques étaient génétiquement proches,
suggérant d’importants échanges entre les deux pdles. Plus récemment, Pawlowsky
(et al., 2007) ont démontré que tres peu de différences génétiques existaient chez des
foraminiferes benthiques entre 1’ Arctique et 1’ Antarctique. Dernierement, Havermans
(et al., 2013) ont caractérisé une faible divergence entre I’ Arctique et I’ Atlantique
chez un amphipode Eurythenes gryllus. Dans mon étude, je n’ai pas eu acces aux
spécimens de Themisto de I’hémisphere Sud. Il aurait été néanmoins intéressant de
vérifier tout d’abord la présence d’especes cryptiques de Themisto dans 1’hémisphere

Sud et ensuite d’estimer la divergence entre 1’ensemble de ces especes.



6.2.2 Limites de la phylogénie Hyperiidae

Ma phylogénie de la famille des Hyperiidae n’a pas permis d’éclaircir les relations
entre certains genres comme Hyperia et Hyperoche. Récemment, Zeidler (2015) a
propos€ une révision taxonomique du genre Hyperia pour inclure les nouvelles
especes identifiées au niveau du Golfe du Mexique. Il serait intéressant de mettre a
jour la phylogénie de la famille a la lumiere de ces nouvelles descriptions. De plus, au
sein de la famille Hyperiidae, plusieurs genres étaient représentés dans la présente
étude par un seul spécimen, comme [lulopis ou Hyperiella. Augmenter 1’effort
d’échantillonnage en milieu pélagique permettrait de construire une meilleure
phylogénie de cette famille. Notamment, il serait intéressant de voir les associations
entre les liens phylogénétiques entre ces especes et les conditions environnementales
auxquelles elles sont associées. Beaucoup d’Hyperiidae sont associés a des masses
d’eaux tropicales ou subtropicales alors que les Themisto en particulier semblent étre
plus restreints a des masses d’eau froide (revu par Lavenigos, 2014). Souvent les
Themisto sont utilisés comme indicateurs de masses d’eau arctiques ou subarctiques
(Pinchuck et al., 2013; Lavenigos, 2014). Avant d’utiliser les especes comme
indicateur écologique, une meilleure caractérisation de la diversité spécifique serait
nécessaire ainsi que leur écologie afin d’éviter une mauvaise interprétation de leur

présence avec la présence d’une masse d’eau particuliere.

6.3 Connectivité a I’échelle des populations (Chapitre IV et V)

Les quatrieme et cinquieme chapitres de ma thése se sont intéressés a la connectivité
entre les populations chez trois especes pélagiques (Themisto) au niveau de 1’archipel
canadien et de la Béringie. La divergence entre les populations est la premicre étape
de la spéciation. Celle-ci peut étre due a une combinaison de facteurs historiques et
environnementaux. En premier lieu j’ai caractérisé leur diversité génétique ainsi que
la présence éventuelle de populations en combinant des données mitochondriales et

du polymorphisme nucléotidiques (SNP). Dans un deuxieme temps, j’ai évalué les
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échanges entre les populations en estimant des indices de différenciations (¢srt). J’ai
montré la présence d’une forte diversité génétique chez T. abyssorum ainsi que la
présence de groupes génétiques distincts chez chacune des trois especes de Themisto
au niveau de I’archipel canadien et de la Béringie. C’est la premiere fois qu’une étude
de génétique des populations est entreprise chez les Themisto. C’est aussi la premiere

étude a utiliser les Rad-tags en Arctique.

6.3.1 Refuge en profondeur versus zone contact

En se focalisant a une échelle locale la Béringie ou I’ Archipel canadien, j’ai mis au
jour des patrons phylogéographiques contrastés entre trois especes d’amphipodes du
genre Themisto. Tout d’abord, 1’analyse mitochondriale de chacune des especes a
montré une tres forte diversité chez T. abyssorum par rapport aux deux autres especes
de Themisto. 1l est communément admis que la diversité génétique diminue vers les
latitudes élevées (Hewitt, 2004; Hellberg et al., 2002; 2007), notamment en raison
des glaciations du Pléistocene lorsque 1’ Arctique étaient couvert de glace. Cet épisode
a forcé la migration plus au Sud des especes de I’ Arctique a la recherche d’habitats
plus favorables (Hewitt, 1996; 2004). Lors de la fonte de la glace, une recolonisation
des espaces s’en est suivie par quelques groupes d’individus, conduisant a une plus
faible diversité génétique en Arctique en raison des effets fondateurs (Hewitt, 1996).
Cependant, plusieurs études (revues dans Hardy er al, 2011) ont démontré la
présence de zones libres de glace en Arctique pendant le Pléistocene, fournissant un
refuge aux populations. Ces zones refuges sont caractérisées par la présence d’une
forte diversité génétique et notamment par la présence d’alleles privés (Slatkin,1995;
Maggs et al., 2008). J’ai avancé que la diversité observée chez T. abyssorum pourrait
étre expliquée par la présence d’un refuge en profondeur, ce qui est concordant avec
son habitat actuel (Bowman, 1960; Vinonagrov et al., 1996; Dalapadado, 2002). Il est

probable que lors des dernieres glaciations, les populations des especes vivant en
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profondeur ont subi moins de perturbations que celles vivants en surface, ce qui leur a
permis de conserver une plus grande diversité génétique (Allcock et Strungell, 2012).
Dans I’archipel canadien, une seule étude génétique réalisée sur les populations de
polychetes Harmothoe a avancé 1’hypotheése d’une zone de contact secondaire (Hardy
et al., 2011). Les zones de contact secondaires se caractérisent aussi par une forte
diversité génétique car elles sont le résultat de la rencontre entre différentes
populations qui ont été isolées pendant un temps. Les refuges se caractérisent par une
absence de lien géographique ente les haplotypes tandis que les zones de contact
secondaire se caractérisent par des groupes d’haplotypes séparés par plusieurs
mutations (Maggs et al., 2008). Mes résultats ne semblent pas en accord avec ceux
trouvés par Hardy et al., (2011) pour les polychetes et plusieurs explications peuvent
étre avancées. Tout d’abord, la bathymétrie de I’ Archipel canadien n’est pas encore
bien connue et il est probable que certaines zones profondes restent encore a étre
caractérisées (Archambault er al., 2010). L’étude approfondie de ces zones
permettrait de voir si des données géologiques ou de sédimentation particulieres
corroboreraient ou infirmeraient la présence de zone libre de glace en profondeur. Il
est aussi probable que les différences observées entre mes résultats et ceux d’Hardy et
al., (2011) soient dues a mon échantillonnage. En effet, pour déterminer la présence
d’une zone de contact secondaire, toute la zone de distribution de 1’espece doit étre
échantillonnée afin de voir si la plus forte diversité observée est issue d’un mélange
d’haplotypes provenant de zones géographiques distinctes. En étudiant la diversité
génétique des T. abyssorum provenant de la partie européenne de 1’ Arctique, je
pourrais confirmer ou infirmer la présence d’une zone de refuge en profondeur ou

d’une zone de contact secondaire au niveau de 1’archipel canadien.

Contrairement a la forte diversité mitochondriale observée chez T .abyssorum, j’ai
caractérisé une plus faible diversité chez 7. libellula au méme endroit. Cette

différence dans les patrons de diversité entre des especes sceurs retrouvées au niveau
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de I’archipel canadien pourrait étre due a un plus fort impact d’une perturbation chez
T. libellula. Contrairement a 7. abyssorum, T. libellula est une espece qui est
retrouvée a de plus faibles profondeurs (Bowman, 1960). Je pourrais supposer que
cette plus faible diversité génétique soit due a une diminution passée de la population.
Cette diminution pourrait étre due aux dernieres glaciations, cependant 1’estimation
temporelle (50 ans) ne correspond pas a cette période. Néanmoins, plusieurs facteurs
peuvent aussi affecter mon étude. Tout d’abord, une horloge moléculaire inappropriée
peut conduire a une mauvaise estimation du temps depuis 1I’expansion. Ensuite en se
focalisant seulement sur 1’archipel canadien, je n’ai pas I’image complete de la
diversité de cette espece, et il est probable qu’intégrer des individus provenant de la
partie européenne de 1’Arctique m’aiderait a obtenir une meilleure estimation des
changements démographiques expérimentés par les Themisto de I’ Arctique. En
incluant des échantillons du détroit de Béring, je pensais pouvoir vérifier si le détroit
de Béring a été une zone de refuge ou de contact secondaire pour 7. libellula.
Cependant, grace aux identifications moléculaires, j’ai mis en évidence la présence a
cet endroit d’une espece cryptique que j’ai étudié par la suite. Toutefois, la présence
de cette espece cryptique ne me renseigne pas sur la présence d’une zone refuge au

niveau du détroit de Béring pour 7. libellula.

6.3.2 Les Rad-tags

Grace a l'analyse des Rad-tags réalisée sur chacun des Themisto de 1’ Archipel
canadien, deux sous-groupes génétiques ont été mis en évidence. Cette technique a
aussi permis de mettre en évidence la présence de sous-groupes chez des invertébrés
comme le homard américain (Benestan et al., 2015). Mes résultats contrastent avec la
seule étude connue a ce jour sur un invertébré pélagique, Euphausia superba, ou

aucune subdivision n’a été détectée apres 1’analyse de plusieurs milliers de SNPs,

malgré une forte diversité du génome mitochondriale (Deagle et al., 2015). La
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présence des deux sous-groupes génétiques distincts chez T. abyssorum et T. libellula
indique qu’a une échelle locale, les échanges sont limités chez ces especes
pélagiques. Chez T. libellula, i1 semble que les deux sous-groupes correspondent a la
subdivision écologique connue au niveau de 1’archipel canadien (Ardyna et al.,
2007). Néanmoins, I’absence de données écologiques associées aux génotypes ne me
permet pas de vérifier cette hypothese. Pour T. abyssorum, aucune hypothese
écologique claire n’a pu €tre avancée car les deux sous-groupes se retrouvaient tout
au long de l’archipel canadien. Cependant, comme les données mitochondriales
suggéraient la présence d’un refuge en profondeur, il serait envisageable que les sous-
groupes identifiés par les rad-tags correspondent a une stratification verticale dans la
colonne d’eau. Chez d’autres amphipodes, et notamment ceux associés aux
profondeurs, il semble que la diversité génétique se stratifie avec la profondeur (Lorz
et al., 2012; Havermans et al., 2013), mais encore peu d’études en tiennent compte.
Récemment, Weiner er al., (2012) ont caractéris€é une répartition verticale de trois
génotypes de foraminiferes Hastigerina pelagica, chaque génotype étant associé a
une profondeur particuliere. Cette derniere étude a montré que sur la longueur d’une
région, la diversité génétique ne changeait pas. Toutefois, lorsque la profondeur de
chaque échantillon était prise en compte, cette structuration devenait visible. Il serait
donc intéressant d’explorer cette possibilité chez T.abyssorum, en associant des

données de profondeurs de chaque individu a leur génotype.

Avec un nombre d’individus relativement petit, j’ai observé des patrons
phylogéographiques qui concordaient entre les données génétiques mitochondriales et
nucléaires chez Themisto sp. Mon analyse basée sur les données du cytochrome
oxydase I et plus de 4800 marqueurs neutres nucléaires a révélé la présence de deux
populations distinctes une correspondant au Pacifique Nord et une spécifique a la
Béringie. Un résultat similaire a aussi été trouvé chez le flétan du Pacifique avec la

population du golfe de 1’Alaska arborant une trés grande diversité par rapport aux
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populations des iles aléoutiennes et de la Béringie (Nielsen et al., 2010).
Contrairement au flétan du Pacifique, j’ai déterminé des niveaux de différentiation
relativement forts entre le golfe de I’ Alaska et la Béringie (¢pst=0.26). Ce fort niveau
de différenciation suggere des échanges génétiques tres limités entre ces deux régions
chez Themisto sp., ce qui vient encore appuyer mes résultats obtenus au chapitre II et
III. Cet isolement peut étre dii a la présence d’une zone refuge au niveau du golfe de
I’ Alaska qui aurait permis la recolonisation de la Béringie lorsque 1’environnement a
été plus favorable aux Themisto sp. Néanmoins, pour s’en assurer, il faudrait

augmenter le nombre d’individus dans cette analyse.

Les sous-groupes génétiquement distinguables chez les Themisto de 1’ Archipel
canadien ne sont pas completement isolés. En effet, leurs coefficients de
différenciation (¢@st) sont faibles, autour de 0,02. Mes résultats correspondent tout a
fait aux coefficients de différenciation chez les especes marines pélagiques ou ces
faibles valeurs sont communes (Knusten et al., 2011). Des valeurs de Fsrt similaires
ont été trouvées entre 1’épinoche d’eau douce et océanique (@st=0.02, Hohenhole et
al., 2010) et entre les populations de lamproie du Pacifique (¢cr=0.02, Hess et al.,
2013). Néanmoins, mes valeurs sont plus élevées que celles rapportées chez d’autres
crustacés marins, comme le homard américain (¢ct=0,0011, Benestan et al., 2015), le
myside FEuphausia superba (panmixie, Deagle et al, 2015) ou le copépode
Centropages typicus (¢ct=0,03; Blanco-Bercial et Bucklin, 2016). Mon estimation du
¢st entre les populations de Themisto sp. au niveau de la Béringie est la plus forte
(psTt=0.28) jamais reportée avec les rad-tags chez des organismes marins. Méme si le
faible nombre d’individu utilisé va influencer cet estimé, 1’ensemble de ces résultats
suggerent que la connectivité entre les populations d’organismes marins, notamment
des especes holozooplanctoniques comme les copépodes, les mysides ou les

amphipodes, va étre influencée par de nombreux facteurs.



196

Dans ce projet de recherche doctoral, j’ai documenté la structuration des populations
des Themisto, mais sur une seule campagne d’échantillonnage. Il serait intéressant
aussi d’explorer la variation interannuelle et intra-annuelle sur la structure génétique
des populations de Themisto en réalisant des échantillonnages a deux saisons
différentes sur plusieurs années. Par exemple des évenements particuliers comme des
tempétes qui ont décimé une partie des populations de Themisto en Norvege (Eine et
Daase, 2002) ont probablement influencé la diversité génétique de leur population.
Chez les Themisto, il semble que les cycles de reproduction varient en fonction de la
latitudes des individus (Dalpadado, 2002, Dalpadado et al., 2008). Cependant il
faudrait étudier les cycles de reproduction de chacune des especes plus en détail pour

mieux connaitre la biologie de ces especes et notamment leur temps de génération.

L’analyse sur plus de 800 marqueurs communs aux deux Themisto a démontré que
Themisto sp. est génétiquement distinct de 7. libellula comme le suggérait notre
phylogénie. Il serait intéressant d’identifier les genes qui sont impliqués dans la
divergence entre ces deux especes. Il serait aussi pertinent, afin de mieux comprendre
les mécanismes de spéciation en milieu marin, de vérifier si les mémes genes sont
impliqués dans la divergence entre les différentes especes de Themisto. 1l serait
probable que des genes impliqués dans la régulation de la température ou dans les
pressions soient soumis a sélection dans les différentes especes de Themisto puisque
chacune semble étre associée a des gammes de températures particulieres. Il apparait
néanmoins que peu de genes sont nécessaires a la spéciation et que la plupart d’entre
eux n’ont que tres peu d’effet sur I'isolement reproducteur (Wu et Ting, 2004). Les
genes impliqués dans I'isolement reproducteur ont été surtout étudiés chez la
drosophile et beaucoup moins chez les especes marines (Noor et Feder, 2006).
Cependant, les genes impliqués dans la différenciation entre les populations sont a la
base de la spéciation (Nosil et Feder, 2012). En effet, I’adaptation a un

environnement particulier va se refléter sur le génome d’un organisme. Par exemple,
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Rocap et al., (2003) ont étudié 1’organisation du génome de deux écotypes de
cyanobactérie marine Prochlorococcus, 1’'un associé a un environnement peu
lumineux en profondeur et I’autre plus lumineux en surface. En comparant leurs
génomes, d’importantes différences ont été identifiées, en particulier la présence de
genes uniques a chaque écotype impliqués dans 1’adaptation et la survie a leur
environnement. Des genes impliqués dans la tolérance a la salinité et la température
ont montré des traces de sélection entre différentes populations de hareng Clupea
harengus (Limborg et al., 2012). Plus récemment, chez 1’ormeau rouge Haliotis
rufescens, De Wit et Palumbi (2013) ont montré que, pour des populations de
différentes régions de la Californie, des genes impliqués dans la tolérance aux stress
environnementaux €taient soumis a différentes pressions sélectives le long des cotes
californiennes. Chez le genre Themisto, j’ai mis en évidence plusieurs SNPs soumis a
sélection, mais nous n’avons pas identifié¢ les genes concernés. Il serait intéressant
d’identifier dans quelle région ou dans quel gene ces SNP sont trouvés entre les
populations afin de mieux comprendre 1’architecture de la divergence en milieu

marin.

6.3.3 Limites des SNPs et de la génomique

Pour terminer, mon étude sur la connectivité locale est basée sur un faible nombre
d’individus, entre 5 et 40 par station. Il est a noter que lorsque la différentiation est
faible (Fst<0.01), il serait préférable d’avoir plus de 100 individus pour pouvoir
détecter avec confiance des structures génétiques subtiles (Benestan et al., 2016).
Cependant, aucune étude génétique n’avait encore été réalisée chez ces especes, mon
étude a donc permis d’apporter les premieres informations au sujet de I’organisation

de la diversité génétique en Arctique.

De plus la technique de Rad-sequencing que j’ai utilisée pour découvrir les SNPs

comporte certains désavantages. Les régions dupliquées représentent un biais qui est
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encore assez mal quantifié dans la plupart des études qui utilisent des Rad-tags.
Dernicrement quelques études ce sont intéressées a les quantifier. Deagle et al.,
(2015) ont remarqué que les marqueurs qui bénéficiaient d’une couverture suffisante
étaient das a la présence de régions dupliquées qui sont relativement importantes dans
le génome d’Euphausia superba (10Gb). Les méthodes utilisées pour appeler les
SNPs peuvent étre aussi source de biais. Pan et al., (2015) ont comparé trois logiciels
couramment utilisés dans la sélection des Rad-tag (Stacks, UNEAK et GATK). 1l
apparait que chacun comporte ses forces et ses faiblesses notamment face aux
problemes de régions dupliquées. C’est seulement en combinant plusieurs approches
que les « vrais » SNPs pourront étre mieux caractérisés. Dernierement, Rodriguez-
Ezpeleta et al, (2016) ont démontré que le choix des parametres pour définir et
construire le catalogue de SNP dans Stacks influencait le nombre de SNPs retenus
mais aussi la structure des populations. Dans mon étude, je n’ai pas comparé
I’influence des différentes méthodes d’identification des SNPs. Afin de vérifier nos

résultats, il serait intéressant d’utiliser ces différentes approches.

6.4  Perspectives

Mon étude a permis de démontrer que la connectivité des amphipodes marins en
Arctique peut étre limitée alors que 1’on s’attendait a ce qu’elle soit moins restreinte.
Tout d’abord, les échanges entre les populations des océans Arctique et Pacifique
semblaient tres restreints. Toutefois, comme je 1’ai démontré clairement dans les
chapitres II et III, les échanges étaient beaucoup plus forts entre les populations des
océans Arctique et Atlantique. Ensuite, a une échelle spatiale plus petite, que ce soit
au niveau de I’archipel canadien ou de la Béringie, I’absence de panmixie observée
chez des especes holozooplanctoniques prouve qu’en milieu marin, méme pour des
especes qui passent leur vie entiere dans la colonne d’eau, les échanges entre

populations peuvent €tre limités, comme je I’ai montré dans les chapitres 1V et V.
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Mon étude a clairement démontré I'importance des outils génétiques dans la
caractérisation de la biodiversité, dans la découverte d’especes cryptiques et dans
I’évaluation de la connectivité des populations en milieu marin. Toutefois, méme si
j’ai rencontré des limitations au niveau de 1’échantillonnage, j’ai soulevé d’autres
hypotheéses qui permettraient de mieux comprendre la biodiversité marine arctique

ainsi que son organisation.

6.4.1 Comparaison de la connectivité chez d’autres especes pélagique en Arctique

Les Themisto sont des acteurs importants de la chaine trophique arctique, mais il
existe d’autres especes holozooplanctoniques qui sont toutes aussi importantes
comme les copépodes dont la connaissance sur la connectivité est encore largement
incomplete. Goetze (2005) avait déja démontré que chez certaines especes de
copépodes du genre Eucalanus, la connectivité pouvait €tre limitée a 1’échelle globale
a cause de leur adaptation a des environnements spécifiques. Dernierement, Blanco-
Bercial et Bucklin (2016) ont démontré la présence d’une structuration des
populations dans I’Atlantique Nord chez le copépode Centropages typicus.
Cependant a ce jour encore aucune étude n’a été faite sur la connectivité des
copépodes en Arctique. Les copépodes dominent la faune arctique en termes
d’abondance (Bucklin er al., 2010a), et sont la principale proie des Themisto.
Comparer les patrons de diversité génétiques des copépodes avec ceux de leur
prédateur permettrait de voir comment les événements passés, comme la vicariance,

les ont affectés (Zink, 2002).

6.4.2 Comparaison de la connectivité entre les deux pdles

Ce projet de doctorat s’est principalement concentré sur 1’Arctique, mais afin de
mieux comprendre la connectivité en milieu polaire, il serait intéressant d’évaluer la

connectivité de I’océan Antarctique. L’océan Antarctique est entouré par les océans
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Pacifique, Atlantique et Indien. Il serait intéressant de voir comment les échanges
autour de cet océan se font, notamment en regardant 1’influence des océans Pacifique
et Atlantique mais aussi de 1’océan Indien. En particulier, en fonction des courants, il
est probable que les échanges soient orientés. L’océan Antarctique a aussi
expérimenté les glaciations du Pléistocene. La présence de zones libres de glace dans
cet océan du sud offrant des refuges aux especes marines antarctiques a aussi été
documenté (Allock et Strungell, 2012). Ces refuges auraient permis de recoloniser les
mers adjacentes prises dans les glaces durant les périodes interglaciaires. Il serait
intéressant de vérifier les liens entre les océans adjacents et I’océan antarctique en

comparant la composition en OTUs de chaque océan.

En étudiant la connectivité de 1’océan Antarctique, une comparaison pourrait étre
faite avec ’océan Arctique. En effet les deux océans partagent plusieurs especes. Un
inventaire récent effectué par Census of Marine Life a estimé qu’au moins 235
especes avaient une distribution bipolaire (Havermans et al., 2013). Quelques études
ont étudié la différentiation génétique entre les pdles (Havermans et al., 2013; Norris
et de Vargas, 2000; Darling et al., 2000; 2007; Pawlowski et al., 2007). Toutes ces
études ont démontré peu de différenciation génétique entre I’ Arctique et 1’ Antarctique
suggérant une forte connectivité entre eux. La présence d’un courant Antarctique qui
circule a travers le monde pourrait expliquer les forts échanges bipolaires. Il serait
intéressant de vérifier si toutes les especes bipolaires qui présentent peu de
différenciation génétique sont associées a ce courant ou si la faible différenciation
observée est la conséquence d’une adaptation a un environnment similaire. Comparer
les patrons de connectivité entre les océans polaires permettrait de mieux comprendre
la dynamique des échanges entre deux océans menacés par les changements

climatiques.
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APPENDICE A
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Figure A.1 Rarefaction curve showing the number of OTUs found in each

ocean according the the number of sequence sampled. (A) at 3% threshold.
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Figure A.2 Rarefaction curve showing the number of OTUs found in each

ocean according the the number of sequence sampled (B) at 7% threshold.
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Figure A.3 Rarefaction curve showing the number of OTUs found in each

ocean according the the number of sequence sampled (C) at 16% threshold.
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Figure B.1 Bayesian Skyline Plots of effective population size through time obtained using a 27%/My rate for T.
abyssorum. Blue lines represent interval confidence and black line the mean estimate. The y axis represents the estimated

effective population size. The x-axis represents the time in year.
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Figure B.2 Bayesian Skyline Plots of effective population size through time obtained using a 27%/My rate for T.

libellula. Blue lines represent interval confidence and black line the mean estimate. The y axis represents the estimated

effective population size. The x-axis represents the time in year.
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