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Résumé

Les chondrichtyens forment un taxon menacé par diverses perturbations et notamment le
développement important de la péche au cours du siecle passé. La Méditerranée est une région
fortement exploitée depuis cette période et qui continue de I’étre de manieére intense par des
nations cherchant avant tout a assurer une rentabilité économique au secteur de la péche ou une
sécurité alimentaire a leur population. Ce contexte ne facilite pas les acquisitions et partages
de données pour la recherche. Cette étude a pour objectif principal de mieux appréhender la
structure génétique et ’état de la raie bouclée afin d’éviter son déclin dii & la pression imposée
par la péche au chalut démersal, difficilement réversible méme en cas de soudaine bonne gestion.
Dans ce but, un large panel de marqueurs polymorphes issus du génome nucléaire a été développé
et analysé afin d’étudier la structuration sous-jacente ainsi que la différentiation et la diversité
génétique intrinseque aux populations de Méditerranée. Une structuration génétique en quatre
populations a ainsi été relevée, avec notamment une population semblant panmictique dans le
bassin occidental de la Méditerranée. La différenciation génétique précise que les individus de
mer Egée sont les plus distants des autres populations, les populations des mers Adriatique et
Tonienne et du bassin occidental formant deux sous-groupes au sein desquels la différenciation
est plus ténue. Les indicateurs de diversité génétique estimés révelent une diminution graduelle
de la diversité génétique d’ouest en est tandis que la taille de population efficace, indicateur clé
en terme d’évolution de la diversité génétique au fil des générations, semble orienter vers une
plus grande pérennité de la diversité génétique de la population de mer Egée par rapport aux
autres populations plus a 'ouest.

Mots-clés : Méditerranée, structure de populations, différenciation, diversité génétique,
SNP, Raja clavata
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1 Introduction

Au cours du 20°™¢ siécle, le développement rapide de Pactivité de péche a lourdement impacté
les stocks halieutiques. Cet effet est observable sur I'ensemble de la classe des élasmobranches,
poissons cartilagineux correspondant aux raies et requins et souvent capturés en tant que prises
accessoires (Dulvy et al., 2014). Les captures de requins et raies en Méditerranée connaissent
une diminution constante depuis le début des années 1980, passant de 26000 tonnes en 1984 a
7000 tonnes en 2007 (FAO, 2012), alors que l'activité de péche des chalutiers croit entre 4 et 10
jours par an (Russo et al., 2019). La part des captures attribuée a la classe des élasmobranches
en Méditerranée était d’environ 2% au début du 21°™€ siecle (Serena, 2005). Ainsi, bien que les
captures d’élasmobranches soient sous-représentées (Cashion et al., 2019), elles représentent tout de
méme une part non négligeable des captures totales (Sea Around Us, 2016). Ce constat s’étend & de
nombreuses régions autour du monde, et est dii a diverses négligences dont les principales sont
Ierreur ou la faible résolution d’identification des especes, la non déclaration de capture ou la péche
illégale (Giovos et al., 2020). La surveillance de ces especes est devenue un objectif en terme de
conservation afin d’éviter leur déclin, difficilement réversible méme en cas de soudaine bonne gestion
(Field et al., 2009). II reste tres compliqué de surveiller de telles especes car les moyens d’y parvenir
sont limités et se concentrent sur les especes a large intérét commercial. Cette limitation de suivi
des especes exploitées conduit a la nécessité de développement de nouvelles méthodes d’évaluation
de I'état des populations et de définir un point de référence actuellement manquant afin d’étre en
capacité d’instaurer par la suite une surveillance et une gestion adéquates.

Récemment, les analyses génétiques permettent de mener des études approfondies sur tous
types de populations. L’avénement de méthodes de séquencage de nouvelle génération! rend
accessible la constitution de larges banques de données génétiques conduisant a des analyses d’une
résolution plus fine qu’en utilisant la méthode de séquencage traditionnelle de Sanger développée en
1977 (Leitwein et al., 2020). Malgré ce constat, le nombre d’analyses génétiques réalisées sur des
populations marines reste faible relativement aux recherches réalisées sur des especes terrestres,
représentant environ 96% des publications scientifiques sur le sujet de la génomique (Liggins et
al., 2019). Les analyses génétiques se basent sur I’étude de la diversité génétique et des relations
entre individus d’une population. L’estimation de nombreux indicateurs de diversité génétique
apporte une compréhension fondamentale sur la structuration spatiale des populations (Yan et al.,
2020 - Reiss et al., 2009) le mode de reproduction, le degré de consanguinité, la localisation des
sites de nourricerie, de frayére ou de ponte (Bernas et al., 2020) ainsi que le taux de migration
(Ramos et al., 2018). La diversité génétique est un indicateur parallele a effectif d’une population.
Un effondrement en terme de diversité génétique implique des effets dramatiques sur ’état d’une
population, et est tout autant a éviter qu'un effondrement de son effectif (Frankham, 2005). La
taille de population efficace est un indicateur central mesurant 1’effectif théorique de reproducteurs
d’une population idéale se reproduisant selon le modele de Wright-Fisher dont le polymorphisme est
équivalent & la population étudiée (Excoffier, 2006). Une plus forte taille de population efficace
traduit une diversité génétique plus importante, un nombre de reproducteurs plus élevé, un taux de
consanguinité plus faible mais aussi un processus de sélection naturelle plus efficace vis-a-vis de la
dérive génétique, processus stochastique (Charlesworth, 2009). De plus, une taille de population
efficace et une diversité génétique élevées offrent un plus grand potentiel adaptatif des populations
et une meilleure résilience face aux perturbations environnementales (Mittell et al., 2015 - Willi et
al., 2006) par la présence de nombreux variants génétiques au sein des populations, augmentant par

!Next-generation sequencing, NGS



exemple les résistances aux parasites et maladies (Luzzatto, 2012). La taille de population efficace
n’est pas nécessairement liée a la taille réelle d’'une population comme le montre I’étude de la famille
des grands singes ou Hominidae présentant une taille de population efficace autour de 200.000 pour
les orangs-outans, espéce dont 'effectif réel est estimé inférieur a 120.000 individus, et une taille de
population efficace de 10.000 a 25.000 pour I’étre humain dont I'effectif réel a dépassé 7.500.000.000
d’individus (Schrago, 2013). Ce constat s’explique par l'existence de goulots d’étranglement dans
I'histoire de la population d’étre humain ayant réduit drastiquement sa diversité génétique (Amos &
Hoffman, 2010). La taille de population efficace est davantage a usage relatif qu’absolu (Marandel et
al., 2019). L’étude de la diversité génétique d’une espece est préconisée dans le sens de la Directive
Cadre Stratégie pour le Milieu Marin (DCSMM) (Bourlat et al., 2013) car elle quantifie son
potentiel adaptatif et sa survie a court et long terme par la prise en compte de deux aspects majeurs
en terme de conservation : la préservation d’une quantité non-négligeable de variabilité génétique
héritable et la minimisation de la fixation d’alleles déléteres (Lonsinger et al., 2018). Conjointement,
ces deux aspects contribuent au maintien d’un succes reproductif et d’une adaptabilité évolutive
nécessaires pour la survie de I’espéce au sein d’un monde en perpétuel changement (O’Brien, 2008).

Les élasmobranches représentent un taxon encore peu étudié, il n’existe que de rares publications
scientifiques portant sur I’étude des possibilités de conservation des élasmobranches a 1’échelle
régionale (Das & Afonso, 2017). Les élasmobranches sont caractérisés par une croissance lente et
une maturité sexuelle qui intervient relativement tard dans la vie de 'animal (Goldman & Cailliet,
2004). La classe des élasmobranches contient de nombreux prédateurs supérieurs, et notamment
parmi les requins modernes, du super-ordre Selachii. Cela rend les espéces concernées d’importance
écologique majeure, de par la place qu’ils occupent au sein de leurs réseaux trophiques propres
(Heithaus et al., 2008). Tous ces traits en font un taxon qu'il est important de mieux connaitre afin
de protéger des especes aux roles écosystémiques clés. Mais leur cycle de vie lent les rend d’autant
plus vulnérables a l'exploitation anthropique (Dulvy et al., 2014).

Le sujet de cette étude est non seulement orienté sur un taxon peu étudié, mais également
sur une région dont les populations font ’objet de trop peu d’analyses (Cardinale et al., 2017).
En effet, la Méditerranée est une région géopolitiquement complexe, encadrée par une multitude
de pays répartis sur des continents différents ne facilitant pas les acquisitions et partages de
données pour la recherche dans la mesure ou certains pays du bassin méditerranéen cherchent avant
tout a assurer une rentabilité économique au secteur de la péche et une sécurité alimentaire a
leur population (Abis, 2018). 11 est possible de trouver divers travaux de recherche sur certaines
espéces d’élasmobranches comme 1’émissole lisse (Ozcan & Basusta, 2018) ou encore 'ange de
mer (Fortibuoni et al., 2016), mais ces travaux sont souvent réalisés sur des zones restreintes,
respectivement dans le golfe d’Alexandrette et dans le nord de la mer Adriatique. D’autres études
considérent davantage d’espéces d’élasmobranches mais restent spatialement restreintes comme une
étude multispécifique du golfe de Gabeés (Enajjar et al., 2015).

Cette étude porte sur la raie bouclée? (Figure 1 - (Couch, 1862)), espéce quasi-menacée sur
liste rouge de 1’Union Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN) (Ellis, 2016). Cet
état est considéré comme étant a mettre a jour rapidement avec l'utilisation de données plus
récentes car son aire de répartition s’étend sur des zones peu profondes, fortement impactées
par la péche. C’est également une espece dont la péche est réglementée au niveau international
et notamment européen. La réglementation est étayée par les travaux et les rapports de la

2 Chordata > Elasmobranchii > Rajiformes > Raja clavate Linnaeus, 1758



Commission OSPAR (OSPAR, 2010). Le choix de cette espéce permet de tendre vers un bon
compromis entre son appartenant a un taxon menacé et la capture d’un nombre d’échantillons
suffisant pour assurer la significativité des résultats (Follesa et al., 2019). Le corps de 'animal
est rhomboidal et possede un rostre court. La présence d’épines principalement dorsales explique
son nom de raie bouclée (McEachran & Dunn, 1998). Sa longueur a maturité est d’environ 65cm
et intervient autour de 7 ans, alors que I’animal peut vivre jusqu'a 15 ans (Kadri et al., 2014).
Cette maturité relativement tardive impacte le renouvellement du stock, bien plus lent que chez
des especes matures au bout de quelques années. La raie bouclée est surtout démersale nocturne
et se retrouve sur sédiments fins, ce qui en fait une espéce aisément capturable avec des engins
tralnants comme le chalut de fond ou des engins dormants comme le filet maillant. Elle vit a
des profondeurs allant de 10 & 800 metres dans les latitudes subtropicales bien qu’elle soit plus
commune au-dessus des 100 metres (Last et al., 2016). La raie bouclée est capable d’effectuer
des migrations moyennes entre 50 et 120 km par mois (Hunter et al., 2005). Ces migrations sont
verticales, des eaux plus profondes en automne et hiver aux eaux cotieres au printemps. Elles sont
également horizontales dans un objectif d’accouplement vers et au départ des zones de frayere
cotieres, lors de la saison de reproduction de février a septembre, avec un pic en juin (Hunter et al.,
2005). Un comportement de regroupement par sexe a été observé, et il semble que les femelles
migrent ensemble vers les zones de frayére environ un mois avant les méles pour se reproduire
(Holden, 1975). Une étude phylogéographique de la raie bouclée en Atlantique et en Méditerranée a
conclu que l'expansion de cette espéce a débuté lors de I'interglaciaire Mindel-Riss (~ -400.000 ans)
et que les glaciations quaternaires successives n’ont fait que modifier son aire de répartition sans
fortement impacter effectif des populations du fait de sa mobilité importante (Chevolot et al., 2006).

Les objectifs de cette étude sont de définir la structuration de la population de raie bouclée en
mer Méditerranée ainsi que d’en analyser la diversité génétique. Ces objectifs posent des enjeux
multiples parmi lesquels figurent ’étude d’une population d’élasmobranches en mer Méditerranée.
Egalement, un enjeu majeur de cette étude est 1'utilisation de données génétiques étendues A
I’'ensemble du génome de la raie bouclée pour évaluer 1’état de santé et de renouvellement des
populations. Malgré I'intérét que porte la DCSMM envers les analyses génétiques des populations,
encore tres peu d’études empiriques se basent sur de larges jeu de données génétiques pour analyser
structure et diversité génétique des populations, notamment concernant les élasmobranches en
Méditerranée. Un précédent article fait état de la phylogéographie et de la structure de population
de la raie bouclée dans une vaste zone couvrant 1’Atlantique nord-est ainsi que la Méditerranée
(Chevolot et al., 2006). Cet article se base sur le génotypage de 5 séquences microsatellites pour 385
individus issus de 20 sites d’échantillonnage et date de presque quinze ans. L’étude réalisée ici est
fondée sur un panel de plus de 7700 marqueurs de polymorphisme nucléotidique (SNPs?) identifiés
préalablement a I’aide d’un protocole RADSeq (Baird et al., 2008) pour plus de 650 individus
issus de 11 sites d’échantillonnage (Le Cam et al., 2019). Ce panel a été utilisé au sein du projet
GenoPopTaille financé par I’Agence Nationale de la Recherche* (Marandel et al., 2020) et permet
I’emploi de données récentes pour caractériser génétiquement les population d’une espece de la
classe des élasmobranches a 1’échelle de la Méditerranée. Fortes de ce jeu de données, les analyses
réalisées ont permis d’aborder trois questions majeures. (1) Quelle est la distribution géographique
de la structure génétique des populations de raie bouclée en Méditerranée 7 (2) Quels sont les
degrés de différenciation génétique entre ces différentes populations ? (3) Comment se distribue la
diversité génétique de ces populations et quelle en est la taille de population efficace ? Pour répondre

3Single Nucleotide Polymorphism
*ANR-14-CE02-0006-01



a ces trois interrogations une approche multivariée a été employée dans un premier temps pour
étudier la structuration génétique des populations, suivie de I’étude d’un ensemble d’indicateurs de
différenciation et de diversité génétiques permettant de quantifier les écarts entre populations ainsi
que leur diversité génétique intrinseque.

Figure 1: Représentation de la raie bouclée - vue dorsale (Couch, 1862)



2 Matériel et méthodes

2.1 Plan d’échantillonnage et séquencgage des marqueurs

Les individus échantillonnés ont été capturés durant les campagnes de chalutage MEDITS
(Bertrand et al., 2002) pour la part Méditerranée et durant les campagnes EVHOE et STURAT
ainsi qu’en criée et a bord de navires de péche pour la part Atlantique. Chaque individu est défini
par un code relatif & son lieu de capture (Table 1).

Parmi les 655 individus du jeu de données, 243 individus ont été prélevés en Méditerranée
au sein de six zones géographiques (GSA®). Le systeme de GSA a été mis en place par la
Commission Générale des Péches pour la Méditerranée (CGPM) dépendante de I’Organisation
des Nations Unies pour l'agriculture et l'alimentation® dans une optique de gestion des
péches (Figure 2) (FAO). Ce découpage de 'écosysteme Méditerranéen est d’ordre géopolitique.
Toutefois, il s’avere que ce découpage sépare des écosystémes de maniére pertinente dans certains cas.

Lors de I’échantillonnage, un prélevement de tissu au niveau de la base proximale de la premiere
nageoire dorsale a été placé dans un tube d’éthanol & 90° pour sa conservation. Le sexe et la
longueur totale de chaque individu a également été relevé.

La bibliothéeque RADseq a initialement été créée en suivant le protocole original (Baird et al.,
2008) sur un ensemble de 159 individus échantillonnés dans le golfe de Gascogne (Marandel et al.,
2020). De cette fagon, 389 483 SNPs inférés ont été identifiés et filtrés sur criteéres de fréquence
allélique du mineur ainsi que de données manquantes pour ne retenir que 43 088 SNPs. Ce panel a
ensuite été génotypé par hybridation de sondes sur 7726 individus du golfe de Gascogne, du Portugal
et de Méditerranée sur une puce a ADN. Seuls les 9120 SNPs les plus polymorphes dans le golfe de
Gascogne ont été conservés (Le Cam et al., 2019).

Table 1: Zones géographiques échantillonnées et nombre d’individus associés

Zone Abréviation | Nombre d échantillons
Brest/Douarnenez Brest 117
Golfe de Gascogne Gasc 50
Mer Cantabrique Cant 28
Gironde Gir 172
Ouest Portugal Por 45
Golfe du Lion Lion 45
Mer Tyrrhénienne nord | Tyrr 49
Sardaigne Sard 35
Mer Adriatique Adri 37
Mer Ionienne Ton 41
Mer Egée Egée 36

5Geographical SubArea
5Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO
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2.2 Tri du jeu de données brut

Différents filtres ont di étre appliqués au jeu de données brut constitué de 9120 SNPs sur
655 individus utilisé au long de cette étude afin de supprimer les données non pertinentes. Cette
nécessité de tri s’explique notamment par la présence d’une grande quantité de donnée manquantes,
d’une faible variabilité allélique ou encore d’erreurs de génotypage (Reed et al., 2015).

Le tri du jeu de données a été entrepris en cinq étapes. Dans un premier temps, I’ensemble des
SNPs monomorphes dont le génotypage a échoué ou dont I’allele mineur n’a pas pu étre identifié
ont été supprimés. Dans un deuxieme temps, une seule version de SNP faisant doublon ont été
conservé pour éviter les problémes de pseudo-réplication. Dans un troisieme temps, nous avons
appliqué deux filtres : un premier pour supprimer les SNPs dont I’allele mineur est trop rare puis
un second pour supprimer les SNPs ayant été séquencés sur un nombre trop restreint d’individus.
Dans un quatrieme temps, nous avons éliminé les individus possédant un trop grand nombre de
SNPs manquants. Finalement, les SNPs potentiellement sous influence d’un mécanisme de sélection
sont supprimés pour ne conserver que des SNPs neutres.

2.2.1 Suppression des SNPs sans génotypage ou monomorphes

Certains SNPs (n = 1623) n’ont été génotypés sur aucun individu et ont été supprimés du jeu
de données. Egalement, aucun allele mineur n’a pu étre génotypé pour d’autres SNPs (n = 1535)
qui se sont révélés monomorphes pour ’ensemble des individus et sont également supprimés du jeu
de données.

2.2.2 Traitement des SNPs présents en plusieurs exemplaires

Pour une partie des SNPs (n = 1597), un second SNP se trouve dans la séquence flanquante de 50
bases adjacentes au SNP cible. Deux séquences, qualifiées de MAJ et de MIN par convention selon
que le SNP inclus soit sous forme d’allele majeur ou mineur (Le Cam et al., 2019), ont été utilisées
en parallele pour génotyper chaque SNP cible dans ce cas. Les filtres appliqués précédemment ont
conduit & la suppression de séquences MAJ ou MIN, laissant 41 séquences sans doublons. Les 41
SNPs cibles concernés ont été conservé d’office dans le jeu de données. Parmi les séquences restantes
(n = 2% 778), cinq SNPs cibles possédant un taux de similitudes inférieur & 95% ont été supprimés
du jeu de données car une telle divergence a été considérée indicatrice d’un probléme potentiel
d’hybridation de la sonde lié a la présence d’un autre SNP en amont du SNP cible (Figure 3 - A).
Pour les SNPs cibles restants (n = 773), la séquence MAJ a été conservée alors que la séquence
MIN a été supprimée pour éviter la pseudo-réplication due a la non-indépendance des SNPs cibles
issus de la méme séquence. Il est notable que sur un échantillon représentatif de 778 SNPs, soit 15%
du jeu de données, on observe un taux inférieur a 1% d’hybridation douteuse (n = 5) de la sonde
utilisée. Le jeu de données contient désormais 5179 SNPs provenant d’une séquence flanquante
unique.

2.2.3 Filtres sur les marqueurs du polymorphisme

La suite du tri a consisté a filtrer les SNPs selon deux critéres importants : la fréquence
d’occurrence de ’alléle mineur (MAFT) et la quantité de données manquantes pour chaque SNP
(Reed et al., 2015). La suppression des SNPs possédant une MAF trop faible permet d’éviter le
bruit apporté par les alleles les plus rares ne pouvant pas étre distingués des erreurs de séquengage

"Minor Allele Frequency



et nuisant a la détection de la structure de population (Linck & Battey, 2019). Les SNPs ont été
filtrés sur des seuils de MAF de 1% ou 5% (Figure 3 - B), signifiant que les SNPs dont ’allele
mineur intervient sur moins de 1% ou 5% du génotypage ont été supprimés. La suppression des
SNPs ayant une quantité de données manquante trop élevée permet d’éviter une diminution du
pouvoir d’assignement des méthodes d’analyse génétique (Chattopadhyay et al., 2014). Les SNPs
ont été filtrés sur des seuils de données manquantes de 10%, 50% ou 75% (Figure 3 - C), signifiant
que les SNPs possédant plus de 10%, 50% ou 75% de données manquantes ont été supprimés. Ainsi,
une analyse de sensibilité a été menée vis-a-vis des deux criteres de filtre sur la MAF et données
manquantes par la génération de six jeux de données pour chaque combinaison des seuils de ces
filtres (Table 2).

2.2.4 Filtre sur les individus

Un filtre sur données manquantes a ensuite été appliqué aux individus (Reed et al., 2015) sur
une gamme de seuils allant de 1% a 20% (Figure 3 - D), permettant d’identifier le seuil optimal
a utiliser lors de cette étude. Les seuils de 2%, 8% et 10% permettent de conserver un nombre
d’individus relativement plus important que le seuil plus restrictif qui leur est adjacent. Le seuil de
10% a été sélectionné pour le reste de I’étude, permettant d’éliminer 61 individu dont 28 capturés
en Méditerranée.

Table 2: Nombre de SNPs écartés selon le filtre et contenu final du jeu de données

Fréquence du mineur | Données manquantes | SNPs supprimés | SNPs restants
1% 10% 174 5005
1% 50% 34 5145
1% 5% 32 5147
5% 10% 264 4915
5% 50% 126 5053
5% 5% 125 5054
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Figure 3: Graphiques issus des étapes de tri des données génétiques de 655 individus de raie bouclée
échantillonnés en Atlantique et en Méditerranée - A : Similitudes entre copies majeure (MAJ)
et mineure (MIN) d’un SNP possédant ces deux séquences, B : Filtre des SNPs selon le seuil de
fréquence allélique du mineur (MAF), C : Filtre des SNPs selon le seuil du nombre d’individus
manquants, D : Filtre des individus selon le seuil du nombre de SNPs manquants - les barres vertes
représentent les valeurs de seuils avec les plus grands changements, la plus foncée étant le seuil
retenu

2.2.5 Suppression des marqueurs sous sélection

Lors de 'analyse de la structure et la diversité génétique d’une population, il est important
de s’assurer de n’étudier que la variation génétique des marqueurs dits neutres, uniquement sous
Iinfluence de la dérive génétique, et non de marqueurs adaptatifs, sensibles aux effets de la sélection
naturelle (Kirk & Freeland, 2011). Les tests de détection de ces marqueurs sous sélection sont
d’autant plus puissants que le nombre d’individus étudié par population est élevé. Ainsi, ’ensemble
des individus du jeu de données a été conservé, qu’ils soient issus de la région Atlantique ou
Méditerranéenne.

La combinaison de plusieurs approches est nécessaire pour détecter les marqueurs sous sélection
en réduisant fortement le nombre de faux positifs détectés (Lotterhos & Whitlock, 2015 - Lotterhos
& Whitlock, 2014). Dans cette étude, deux logiciels ont été employés, se basant sur une approche
bayésienne pour BayeScan (Foll, 2012 - Foll & Gaggiotti, 2008) et sur une approche multivariée
pour PCAdapt (Luu et al., 2017 - Duforet-Frebourg et al., 2014).
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Le logiciel BayeScan v2.1 (Foll, 2012 - Foll & Gaggiotti, 2008) utilise une approche bayésienne
pour estimer la probabilité que chaque SNP soit sous influence de la sélection naturelle en scindant
lindice de fixation de Wright (Fsr) (Wright, 1965) en deux sous-composantes spécifiques aux
populations d’une part et aux SNPs d’autre part (la méthode est détaillée en Annexe A). La
méthode pose 'hypothese que les fréquences alléliques suivent une distribution de Dirichlet (Balding,
2003). Deux modeles, incluant ou excluant les effets de sélection naturelle, sont ensuite comparés
pour émettre la probabilité postérieure que chaque SNP soit sous sélection. La détermination d’un
seuil sur cette probabilité permet d’identifier les SNPs potentiellement sous influence de la sélection
naturelle. La paramétrisation par défaut du logiciel a été conservée a ’exception de la chance a
priori en faveur du modele neutre égale a 10 vers une valeur égale a4 10.000 (Lotterhos & Whitlock,
2014) dans le but de réduire la détection de faux positifs. Cing chaines de Markov ont été simulées
afin de s’assurer de la bonne convergence des distributions postérieures.

Le logiciel PCAdapt (Duforet-Frebourg et al., 2014), utilisé via le package R (R Dev. Core
Team, 2020) éponyme dans sa version 4.3.3 (Luu et al., 2017) infére la structure de population par
analyse en composantes principales (ACP) (la méthode est détaillée en Annexe B). Une approche
basée sur la distance de Mahalanobis permet d’identifier les SNPs se différenciant de la structuration
inférée, ainsi considérés comme étant sous influence de la sélection naturelle.

Cette étude n’a considéré que les 19 SNPs communs aux listes de candidats issues de BayeScan
et de PCAdapt (Table S1). Ces marqueurs sous sélection ont été écartés du jeu de données. Tous
les autres marqueurs, considérés neutres, ont été conservés pour I'analyse de la structure de la
population de raie bouclée.

2.2.6 Restriction du jeu de données a la Méditerranée

Le tri du jeu de données s’est achevé par la suppression de ’ensemble des individus issus de la
région Atlantique. Seuls les 213 individus échantillonnés en Méditerranée ont été conservés dans
lanalyse. Avec la suppression de ces individus, certains SNPs (n € [20, 45] selon les filtres appliqués
au jeu de données) ont perdu leur caractére polymorphe car fixés en Méditerranée.

2.3 Analyses statistiques
2.3.1 Structure de population

Afin d’étudier la structuration génétique des populations de raie bouclée en Méditerranée, une
approche de délimitation de groupes génétiquement semblables (clustering) a été utilisée sur la
base d’une approche multivariée reposant sur les différents jeux de données, contenant tous environ
5000 SNPs. La DAPC® (Jombart et al., 2010) a été développée afin d’enchainer une analyse en
composantes principales (ACP) et une analyse discriminante (AD). Cet outil est utilisable via la
fonction dapc implémentée dans le package adegenet (Jombart & Collins, 2015) utilisé dans sa
version 2.1.3 sur le logiciel R (R Dev. Core Team, 2020).

Le principe méme de ’ACP consiste & condenser I'information des SNPs, jouant le rdle de
variables, sous forme de composantes principales. Les individus sont ensuite séparés selon ces
composantes. Dans le cadre de 'analyse de la structure génétique d’une population, la rapidité
et la gestion aisée d'un grand nombre de données sont les points forts de ’ACP. Toutefois, ce

8Discriminant Analysis of Principal Components
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type d’approche multivariée ne s’intéresse qu’a la variabilité globale entre individus la ou il est
nécessaire de distinguer variabilité entre (inter) et au sein (intra) des clusters. Cette distinction au
sein de la variabilité totale est réalisable par le biais d’'une AD. En effet, application d’une telle
approche multivariée a des données génétiques permet de maximiser la variabilité inter-clusters tout
en minimisant la variabilité intra-clusters. L’incorporation d’une information sur les zones d’origine
des individus permet de visualiser la coincidence des clusters avec les découpages utilisés a priori
lors de ’échantillonnage.

La fonction dapc requiert la paramétrisation du nombre de composantes principales (la quantité
d’information) ainsi que le nombre de fonctions discriminantes (permettant au mieux de maximiser
la variabilité inter) & conserver. Une trop faible quantité d’information conduirait & de nombreuses
mésattributions individuelles au sein des clusters, mais une quantité d’information trop importante
menerait a une perte de capacité prédictive par surprédiction des probabilités d’appartenance. La
validation croisée, utilisable avec la fonction xvalDapc également implémentée dans le package
adegenet, permet d’estimer le nombre de composantes optimal & conserver pour obtenir un
compromis correct entre ces deux situations (la méthode est détaillée en Annexe D).

2.3.2 Différenciation entre populations

Des nombres d’individus différents ont été échantillonnés selon le site, or plus le nombre
d’échantillons issus d’un site est élevé, plus la probabilité que leur diversité soit large augmente.
C’est pourquoi un ré-échantillonnage a été effectué afin d’équilibrer les effectifs au niveau de leffectif
minimal obtenu parmi les populations échantillonnées, soit trente individus en mer Adriatique et en
Sardaigne. Pour chaque population, 30 individus ont été sélectionnés aléatoirement sans remise une
centaine de fois, et les différents indicateurs obtenus ont été moyennés sur les 100 tirages. Du fait
de la présence de 30 individus en mer Adriatique et en Sardaigne, aucun ré-échantillonnage n’a été
effectué dans ces deux cas et aucune incertitude n’a été associée aux estimations obtenues.

L’indice de fixation (Fgr) de Wright (Wright, 1965) sera utilisé comme indice de différenciation
entre paires de populations car il est le plus recommandé pour I'étude de SNPs bialléliques (Whitlock,
2011) :

p(1 —p) —p(1 —p)

p(1—p)
ou p est la fréquence d’un allele dans une population et p est la fréquence moyenne d’un allele parmi
I’ensemble des populations. L’estimateur de Fsr de Weir et Cockerham (Weir & Cockerham, 1984)
a été utilisé dans cette étude. Il considere que la population totale correspond a la plus proche
population ancestrale commune aux deux populations comparées. Un intervalle de confiance autour
des estimations de Fgr a été obtenu par 100 ré-échantillonnages “bootstrap” sur les SNPs.

Fsr =

Une analyse hiérarchique a été appliquée aux indices de différenciation entre paires de
populations obtenues afin de construire des dendrogrammes permettant de représenter la
structuration hiérarchique des populations. Ces approches sont particulierement sensibles au
choix de l’algorithme de hiérarchisation (Mérigot et al., 2010). La méthode de hiérarchisation
utilisée est implémentée dans la fonction hclust du package stats utilisé dans sa version
3.6.2 sur le logiciel R (R Dev. Core Team, 2020). L’ensemble des algorithmes proposés par
la fonction a été testé et la méthode non-pondérée de groupement en paires par moyenne
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arithmétique (UPGMA?Y) a été retenue parce qu’elle a renvoyé la corrélation maximale entre
la matrice des distances originale et les distances cophénétiques du dendrogramme (Holgersson, 1978).

Enfin, une AMOVA! (Excoffier et al., 1992) & deux échelons hiérarchiques a été effectuée
pour mieux comprendre la facon dont se répartit la variance génétique entre les composantes
inter-population et intra-population. Il s’agit d’un procédé d’analyse similaire & une ANOVA!!
hiérarchique prenant en compte les différences de fréquences alléliques et la distance évolutive
entre SNPs dans le but de déterminer la proportion de variance attribuée aux différents échelons
hiérarchiques.

2.3.3 Indicateurs de diversité génétique

Six indicateurs ont été sélectionnés pour caractériser la diversité génétique des populations de
raie bouclée en Méditerranée et ont été calculés comme moyenne des cent valeurs obtenues sur
les cent jeux de données ré-échantillonnés. L’hétérozygosité moyenne attendue sous I’hypothese
d’équilibre de Hardy-Weinberg (Hp) donne acces a la richesse et 'uniformité des alleles au sein d'une
population. L’hétérozygosité moyenne observée (Hp) permet de quantifier le taux d’homozygotes
dans la population par comparaison avec Hg. L’indice de consanguinité (Frg) permet d’évaluer
le taux de reproduction entre parents conduisant a un exces d’homozygotes, dangereux face aux
maladies exprimées par un alléle récessif. Le pourcentage de marqueurs monomorphes permet de
déduire 'adaptabilité de la population a son milieu, un monomorphisme important étant associé a
une moindre adaptabilité et une plus grande consanguinité. Le nombre de SNPs privés, fixés dans
une population, renseigne sur le taux d’immigration et l'isolement reproducteur d’une population.
La taille de population efficace (N.) permet notamment d’estimer le nombre de reproducteurs mais
aussi 'impact des mécanismes de sélection naturelle par rapport a la dérive génétique.

L’hétérozygosité observée est estimée de la fagon suivante

Ho=1-)Y P/n
k

ou Py représente la proportion d’homozygotes dans la population k et n est le nombre de populations.
L’hétérozygosité attendue, ou diversité génétique intrinseque a une population est estimée par la
formule suivante

Hy = /(7 1)[1 — 5 — Ho/2il

onn=n/Y, é avec ay, le nombre d’occurrences d’un alléle dans la population k et p2 = 37, pi/n.
L’indice de consanguinité est calculé comme suit

Ho

Frg=1——"

IS HE
Ces trois indicateurs sont calculés par population en tant que moyenne sur ’ensemble des marqueurs
et des individus. Ils sont obtenus a ’aide de la fonction basic.stats du package hierfstat v
0.5.7 (Goudet, 2005). La significativité des différences de moyennes entre toutes les populations de
ces trois indicateurs a été testée par un test de Student apparié par SNP au seuil de risque « de
5%. La correction de Holm (Holm, 1979) a été appliquée aux p-values obtenues afin de prendre en

9Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean
10 Analysis of Molecular Variance
1 Analysis of Variance
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compte les comparaisons multiples.

La taille de population efficace est estimée a partir du A composite de Burrows corrigé (Weir,

1979)
A=_"

n—1 (Dgam + Dngam)

avec n la taille de population, Dy4p, le déséquilibre de liaison pour un locus gamétique et Dy gam
le déséquilibre de liaison pour un locus non-gamétique, qui estime le déséquilibre de liaison entre
deux loci en tenant compte du fait que les populations ne possedent qu'un nombre fini d’individus.
L’estimateur du coefficient de corrélation entre 1’allele majeur du locus i et I’alléle majeur du locus j
est

~

B A
VI =5) + (hi — ][0 — @) + (h; — )]

ou h; et hj sont les fréquences homozygotes majeurs observées aux loci i et j, et p et ¢ sont les
fréquences des alleles majeurs observées. Ce coefficient de corrélation est I'ajustement de A sur
les fréquences alléliques permettant d’estimer N,.. La taille de population efficace est obtenue a
l’aide du logiciel NeEstimator v2.1 (Do et al., 2014) par application de la méthode LDNe, basée sur
le déséquilibre de liaison'? (Waples & Do, 2008). La paramétrisation par défaut a été conservée
avec une valeur critique de 0,01. La méthode du déséquilibre de liaison basée sur un accouplement
aléatoire a été utilisée car il a été observé une multipaternité de la raie bouclée réfutant I’idée de
monogamie (Chevolot et al., 2007). Dans cette situation, NeEstimator calcule un coefficient de

, . o A9/ =2 ~ N A . .
corrélation empirique selon la formule #2° = 75 — E(r?amp) ol E(rgamp) est la contribution attendue

de la taille d’échantillon. S’en suit ’estimation de la taille de population efficace

Nf:§+wg—2jw?
272

Le logiciel a reporté des tailles de population efficaces négatives ou extrémement grandes. Les

valeurs négatives et supérieures a un seuil de 50.000 ont été considérées comme indiquant une taille

de population efficace infinie et ont été supprimées. Le nombre de valeurs de taille de population

efficace conservé par rapport au nombre de jeux de données ré-échantillonnés a été relevée sous la

dénomination de “Quantité de données”.

3 Reésultats

3.1 Sensibilité des résultats aux différents seuils des filtres sur la MAF et sur le
pourcentage de données manquantes et identification des marqueurs sous
sélection

Les seuils du filtre sur la MAF de 1% et 5% et les seuils du filtre sur données manquantes de
10%, 50% et 75% n’ont jamais retiré plus de 5% de la quantité totale de SNPs (Table 2). L’impact
de ces filtres sur la quantité de données étant faible, seuls les résultats issus du jeu de données filtré
sur les seuils les plus conservatifs de 1% pour la MAF et de 75% pour les données manquantes
contenant 5147 SNPs et 213 individus sont présentés dans la suite.

Le logiciel BayeScan et la fonction pcadapt ont respectivement détecté 250 et 51 SNPs sous
sélection. Les SNPs communs & ces deux listes (n = 19) ont été supprimés (Table S1).

12Linkage Disequilibrium, LD
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3.2 Structuration inférée des populations

Afin d’évaluer la structure génétique des populations de raie bouclée en Méditerranée par DAPC,
la procédure automatique de sélection du nombre de composantes principales par validation croisée
a estimée que le meilleur compromis en terme de quantité d’information était atteint en conservant
les 80 premieres composantes principales pour 'application de ’ACP. Deux fonctions discriminantes,
résumant 92,6% de la variabilité génétique totale, ont été conservées pour Iapplication de I’analyse
discriminante. Cette paramétrisation de la DAPC permet d’inférer quatre populations distinctes,
les individus issus du bassin occidental de Méditerranée (golfe du Lion, mer Tyrrhénienne nord et
Sardaigne) étant associés a la méme population inférée (Figure 4). En effet, les trois nuages de points
associés aux individus de ces zones se chevauchent largement dans le premier plan discriminant. La
premiere fonction discriminante sépare ces quatre clusters selon un axe qui semble étre associé a la
longitude de capture des individus. La seconde fonction discriminante sépare les individus des zones
les plus extrémes en terme de longitude d’une part et les individus des zones centrales d’autre part.
Aucun SNP ne semble contribuer particulierement & la discrimination, que ce soit selon la premiere
comme la deuxiéme fonction discriminante (Figure S1).

#‘\)

2éme fonction discriminante (16.5 %)
')
@
° °
[ ]

1ere fonction discriminante (76.1%)

Lion
Tyrr "8
Sard
Adri
lon

o Egée

0.8

0.4

Variance expliquée (%)

0.0

Premiéres fonctions discriminantes

Figure 4: Regroupement des individus de la raie bouclée en Méditerranée selon les deux premieres
fonctions discriminantes d’une analyse discriminante en composantes principales basée sur 5147
SNPs et 213 individus issus de 6 zones d’échantillonnage - sous-graphique : variance expliquée par
chacune des fonctions discriminantes, en gris les fonctions retenues pour ’analyse

Les graphiques de mélange montrent que les population occidentales ne sont pas différenciées
génétiquement car les individus posseédent une probabilité d’appartenance équivalente a chacune des
trois zones (Figures 5 & S2). En revanche, les individus capturés dans les mers Adriatique, Ionienne
et Egée sont attribués & 'une ou I’autre de ces zones sans mélange notable.
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Ce premier résultat aboutit a quatre populations inférées pour six zones échantillonnées. Pour
la suite de cette étude deux groupements ont été considérés : le groupement initial selon les six
zones d’échantillonnage et le groupement inféré par DAPC en quatre populations dans lequel les
individus échantillonnés dans le golfe du Lion, en mer Tyrrhénienne nord et autour de la Sardaigne
ont été regroupés en une seule population occidentale abrégée “Ouest”. L’analyse parallele de
ces deux groupements a permis de mieux appréhender la facon dont ces découpages capturent la
différenciation et la diversité génétique des populations.

3.3 Différenciation entre populations inférées et zones d’échantillonnage

Selon la différenciation visible sur les dendrogrammes (Figure 6) un seuil de Fgr de 0,008
conduit & une hiérarchisation structurant les populations de facon similaire aux résultats de la
DAPC. La population de mer Egée est la plus distincte des autres populations (gamme de Fgp
: 0,027 - 0,057). Ensuite, deux groupes de populations se différencient avec d’une part les zones
occidentales et d’autre part la mer Adriatique et la mer Ionienne (gamme de Fgp : 0,018 - 0,024).
Ces derniéres sont davantage différentes entre elles (Fsp : 0,009) que les populations occidentales
entre elles (gamme de Fgr : 0,004 - 0,007). Les intervalles de conviance autour des Fgr dans le
cas de cette hiérarchisation en quatre populations ne se recoupent pas et n’incluent pas 0 attestant
de la robustesse du dendrogramme associé (Table S2). Les intervalles de confiance autour des Fgr
notamment entre le golfe du Lion, la mer Tyrrhénienne nord et la Sadaigne se recoupent dans le cas
d’une hiérarchisation en six zones d’échantillonnage (Table S3).

L’analyse moléculaire de la variabilité génétique des individus a dévoilé une plus grande part
de variabilité au niveau intra-population qu’au niveau inter-population (Table 3). La variabilité
intra-population est tres élevée malgré la claire différenciation génétique entre populations relevée
sur les dendrogrammes.

Table 3: Décomposition de la variabilité génétique des 213 individus du jeu de données sur les
différents niveaux hiérarchiques des populations de raie bouclée en Méditerranée - la variabilité est
exprimée entre 0 et 1 en tant que moyenne et écart-type entre parenthéses des valeurs obtenues
pour 100 jeux de données ré-échantillonnés a hauteur de 30 individus par population

Niveau inter-population | Niveau intra-population
Quatre populations (inférées) 0.056 (£0.0007) 0.944 (£0.0007)
Six populations (échantillonnées) | 0.051 (£0.0004) 0.949 (£0.0004)
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Figure 6: Dendrogramme des Fig7 de Weir et Cockerham entre zones d’échantillonnage de raie bouclée
en Méditerranée - a gauche : quatre populations inférées, a droite : six zones d’échantillonnage
- la ligne tiretée rouge représente le seuil de différenciation (0.008) pour un découpage en quatre
populations

3.4 Indicateurs comparatifs de diversité génétique

L’analyse de diversité génétique réalisée entre individus d’une méme population pour les quatre
populations inférées a révélé un changement graduel des indicateurs d’ouest en est. En effet, les
indicateurs d’hétérozygosité Hop, Hr et Frs (gammes respectives : 0,269-0,309, 0,273-0,312 et
0,008-0,015) sont plus élevés dans la partie occidentale de la Méditerranée et moindre en mer
Egée (Table S6). Les tests de Student appariés réalisés sur ces trois indicateurs dévoilent que
les variations de Hp et Hg sont toutes significatives tandis que les variations de Fjg ne sont pas
significatives (Tables S4 & S5). Au contraire, le pourcentage de marqueurs monomorphes et le
nombre d’alléles privés (gammes respectives : 3,10-12,73 et 14,09-256,75) de chaque population
inférée sont moindres dans la population occidentale que dans la mer Egée (Figure 7). En revenant
aux six zones échantillonnées, les individus de mer Tyrrhénienne nord ont un indice de consanguinité
Frs plus faible contrairement & ceux des zones occidentales adjacentes (Figure 8) mais cet écart
n’est pas significatif en regard de la Sardaigne. Le reste des indicateurs de diversité génétique ainsi
que les tests de significativité de Student sont similaires dans ces trois zones occidentales.
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Les estimations des tailles de population efficaces ne montrent pas de variation est-ouest monotone
comme les autres indicateurs. La plus grande taille de population efficace a été estimée pour la
population de mer Egée, suivie de la population de mer Adriatique, la population occidentale et
finalement celle de mer Tonienne (Table S7). La densité de répartition des tailles de population
efficaces au travers des cent jeux de données ré-échantillonnés dans le cas de quatre populations
inférées a permis d’observer que le mode de la densité de taille de population efficace de mer Egée
est supérieur aux autres bien que la distribution montre une forte variabilité (Figure 9). Un constat
similaire a été observé dans le cas de six populations suivant les zones d’échantillonnage, avec une
bimodalité prononcée pour les populations du golfe du Lion ainsi que de la mer Tyrrhénienne nord
tandis que la population de Sardaigne posseéde une distribution unimodale (Figure 10).

o Ouest

— (Lion, Tyrr, Sard)

B Adri- 17
B lon - 20
W Egée- 22

0.004

Densité

0.002

0.000
I

i B I I
0 10000 20000 30000

Taille de population efficace

Figure 9: Densité des tailles de population efficaces (IN.) pour les quatre populations inférées de
la raie bouclée en Méditerranée. Les distributions correspondent a l’estimation de N, pour 100
jeux de données de 5147 SNPs ré-échantillonnés a hauteur de 30 individus par population sauf
pour I’Adriatique qui comporte initialement 30 individus et pour laquelle une barre verticale a été
reportée. Les marques verticales a la base des courbes représentent les estimations de Ne pour
chaque jeu de données ré-échantillonné et le sous-graphique est un zoom sur 1’encadré en pointillés
noir excluant les valeurs extrémes
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Figure 10: Densité des tailles de population efficaces (N.) pour les six zones d’échantillonnage de la
raie bouclée en Méditerranée. Les distributions correspondent a I’estimation de N, pour 100 jeux
de données de 5147 SNPs ré-échantillonnés a hauteur de 30 individus par population sauf pour
I’Adriatique et la Sardaigne qui comportent initialement 30 individus et pour lesquelles une barre
verticale a été reportée. Les marques verticales a la base des courbes représentent les estimations de
Ne pour chaque jeu de données ré-échantillonné et le sous-graphique est un zoom sur I’encadré en
pointillés noir excluant les valeurs extrémes

4 Discussion

Cette étude de génétique des populations de la raie bouclée en Méditerranée portant sur plus
de 5000 SNPs du génome nucléaire de plus de 200 individus a mis en évidence plusieurs résultats
majeurs. En premier lieu, les individus se sont révélés treés structurés génétiquement entre quatre
zones distinctes de Méditerranée. Ce résultat permet d’affirmer que les six zones échantillonnées ne
correspondent pas a autant de populations génétiquement distinctes. L’analyse de la structure
génétique de population par DAPC a montré que les trois zones d’échantillonnage voisines du golfe
du Lion, de mer Tyrrhénienne nord et de Sardaigne ne sont pas discernables tandis que les zones
des mers Adriatique, Ionienne et Egée hébergent des populations génétiquement distinctes.

Les analyses de différenciation ont mis en évidence une distinction forte de la population de mer
Egée suivie de la population occidentale puis des populations de mer Adriatique et Ionienne. 11
est difficile de distinguer les populations de Méditerranée occidentale. L’analyse moléculaire de la
variance montre que pres de 95% de la variabilité génétique est présente au sein des populations et 5%
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se répartit entre les populations. Cette faible part de variabilité inter-population semble suffisante
pour différencier correctement les populations car les estimations de Fgp obtenues se situent dans
des gammes de différenciation intermédiaire (~ 0.01 - 0.05) a forte (~ 0.05 - 0.10) (Haffray et al., 2012).

Les différents indicateurs de diversité génétique mettent en évidence un gradient géographique
longitudinal. Les indices d’hétérozygosité diminuent d’ouest en est alors que la tendance inverse
apparait pour la proportion de marqueurs monomorphes et privés. La plus importante taille de
population efficace est estimée pour la population de mer Egée tandis que la population adjacente
de mer Ionienne possede la plus faible taille de population efficace estimée, séparée d’un facteur 25
avec la population de mer Egée. Toutefois, il est attendu que les estimations de taille de population
efficace soient fortement biaisées par I'utilisation de la méthode LDNe basée sur le déséquilibre de
liaison ainsi que sur le fait qu’il est recommandé d’échantillonner environ 1% d’une population pour
obtenir des estimations fiables (Marandel et al., 2020) sans quoi il est attendu d’obtenir une majorité
d’estimations négatives ou infinies, toutes deux exprimant une trés grande taille de population
efficace.

4.1 Structure et hiérarchisation des populations

Les individus de raie bouclée en Méditerranée semblent organisés en quatre populations avec
une panmixie prononcée dans la partie occidentale, contrairement aux populations des mers
Adriatique, Ionienne et Egée (Figure 5). Cette structuration posséde une différenciation significative
au seuil établi (0.01 £+ 0.002) sur un jeu de données constitué de 5 marqueurs microsatellites et
483 raies bouclées échantillonnées sur 14 zones en Atlantique nord-est (Chevolot et al., 2006)
car un Fgp de 0.008 est suffisant pour obtenir une hiérarchie en quatre populations (Figure 6).
Toutefois, il convient d’étre prudent quant a la comparaison de Fgr entre des études basées sur
des marqueurs génétiques différents (Lemopoulos et al., 2019) car les marqueurs microsatellites
semblent surestimer les indicateurs utilisés du fait d’une moindre corrélation a la diversité génétique
que les SNPs (Athrey et al., 2018). Le fait que les intervalles de confiance autour des Fgrp se
recoupent uniquement en considérant six populations et non quatre populations conforte I'idée que
les quatre populations inférées refletent davantage la réalité.

La géographie de la mer Méditerranée pourrait expliquer en partie la forte séparation génétique
entre la population de mer Egée et notamment sa plus proche voisine de mer Ionienne. Les
échantillonnages n’ont pas été réalisés sur ’ensemble de l'aire couverte par chacune de ces
zones mais uniquement de part et d’autre de la presqu’ile du Péloponnese (Figure 2) et le fort
gradient bathymétrique des cOtes grecques pourrait former une entrave a la dispersion des raies
bouclées. La péninsule italienne séparant les bassins oriental et occidental de la Méditerranée
pourrait expliquer la différenciation marquée entre la population occidentale et 'ensemble des
autres populations par un flux migratoire trés réduit créant une absence de connexion entre les
deux bassins pour la raie bouclée. Ce faible taux de migration peut étre dii & une combinaison
complexe de facteurs environnementaux tels que la bathymétrie, la présence de courants, I’absence
de ressources trophiques ou encore le manque d’habitat. Les golfes de Squillace et de Taranto
ont été identifiés comme point de contact biologique entre les bassins oriental et occidental de
Méditerranée (Sa-Pinto et al., 2010) et pourraient former un puits d’hybridation dans lequel
les individus hybrides issus de parents provenant de chaque bassin sont moins adaptés (Barton,
1980). Ces hypotheses suggerent que les péninsules hellénique et italienne pourraient former des
barrieres géographiques mais la puissance statistique de cette étude est bien trop faible pour
estimer le degré de résistance a la dispersion en raison d’un nombre de zones d’échantillonnage
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trop faible. La présence de cordons cotiers peu profonds et accessibles a la raie bouclée reliant
les zones du bassin occidental de la Méditerranée pourrait favoriser la dispersion et permettre
une reproduction panmictique des individus occupant ce bassin. Depuis I’expansion de la raie
bouclée (~ -400.000 ans), les glaciations quaternaires de Riss puis de Wiirm et les interglaciaires
correspondants ont provoqué une série de régressions et transgressions marines au niveau de
la mer Adriatique peu profonde. La plus faible différenciation génétique entre les populations
de I’Adriatique et de la mer Ionienne porte certainement la signature phylogéographique d’une
recolonisation de I’Adriatique par des individus issus de zones adjacentes comme la mer Ionienne.
Malgré ’absence de barriere évidente entre ces deux mers, les migrations entre ces populations
ne semblent pas compenser les effets de la dérive génétique. Une étude des populations de
crénilabre paon (Symphodus tinca) basée sur un panel de SNPs neutres et sous sélection a
relevé une structuration génétique entre les individus de 1’Adriatique et de la mer Ionienne plus
forte par I'analyse des SNPs sous sélection que par 'analyse des SNPs neutres (Carreras et al.,
2017). Ce constat pourrait étre expliqué par des processus d’adaptation locale des populations
a des environnements aux conditions différentes peu favorables aux individus non-adaptés
(Gaggiotti et al., 2009). Une situation similaire serait peut-étre a l'origine de la structuration
relevée dans cette étude dans le cas de la raie bouclée et 'analyse de marqueurs sous sélec-
tion pourrait renvoyer une différenciation plus forte des populations de I’Adriatique et de la mer Egée.

Un échantillonnage plus dense de la Méditerranée ne suivant pas systématiquement le découpage
en GSA proposé par la Commission Générale des Péches en Méditerranée mais plutot réparti de
maniere homogene le long des cotes serait utile afin d’obtenir une vision plus précise de la réelle
structuration de la raie bouclée en Méditerranée et de mieux identifier les entraves a la dispersion
entre populations. Echantillonner les cotes des iles Baléares, d’Andalousie et d’Algérie permettrait
de tester l'existence d’une population panmictique occupant ’ensemble du bassin occidental de
la Méditerranée. L’hypothése de la présence d’une séparation nette au sud de I’Italie pourrait
également é&tre testée par I’échantillonnage d’individus dans les golfes de Squillace et de Taranto.
Le faible taux de migration entre les populations de I’Adriatique et de la mer Ionienne pourrait
étre étayé par I’échantillonnage de la partie sud de I’Adriatique. Le jeu de données pourrait
étre complété par des individus échantillonnés a Chypre, le long des cotes du Levant mais aussi
en mer Noire. Il serait également utile d’analyser les marqueurs identifiés comme étant sous
sélection naturelle (Table S1) pour observer une structuration de la population sur des criteres
d’adaptation au milieu de vie comme il est potentiellement le cas entre I’Adriatique et la mer Ionienne.

La variabilité génétique est répartie pour pres de 95% au niveau intra-population ce qui indique
une forte diversité génétique entre les individus d’une méme population (Table 3) bien que la
différenciation inter-population marquée des dendrogrammes (Figure 6) traduise intuitivement une
forte variabilité génétique inter-population. Ce résultat, a priori contre-intuitif, vient du fait que la
composante inter-population issue de la décomposition additive de la variabilité génétique totale
n’est mathématiquement pas un bon indicateur de la différenciation génétique et réciproquement
(Jost, 2008).

L’une des prochaines étapes a entreprendre dans la continuité de cette étude serait de quantifier

le taux de migration entre populations et leur direction en utilisant par exemple une approche basée
sur le coalescent structuré (Vaughan et al., 2014).
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4.2 Caractérisation de la diversité génétique des populations

Les indicateurs de diversité génétique des populations de raie bouclée en Méditerranée présentent
des gammes qui sont retrouvées chez de nombreux organismes terrestres et marins (De Lorenzis et
al., 2019 - Edea et al., 2017) : les variations d’hétérozygosité attendue Hp sont significatives et elle
atteint sa valeur maximale (0,309) au sein de la population occidentale indiquant une plus grande
richesse allélique au sein des individus de cette population tandis que les individus de mer Egée
présentent la valeur minimale (0,269). Les estimations des indices de consanguinité Fjg renvoient
des valeurs faibles (< 0.003) sur I’ensemble des populations (Zhang et al., 2020) et leur variation
entre populations n’est pas significative indiquant une variabilité élevée entre loci au travers des
populations.

Le pourcentage de marqueurs monomorphes élevé au sein de la population de mer Egée (12,74
contre 3,02-7,71 pour les autres populations) indique que sa variabilité allélique est plus réduite. Le
nombre maximal de SNPs privés est également retrouvé dans la population de mer Egée (258,15) et
étaye encore davantage un isolement reproducteur de ses individus et un faible taux d’immigration.
En revanche, la population occidentale présente le moins de SNPs privés (13,3) ce qui conforte
I’hypothése d'une immigration plus importante. L’ensemble des cinq indicateurs utilisés présente un
gradient traduisant une plus grande diversité génétique dans la population occidentale conjointe a
un plus fort taux d’immigration tandis que les populations plus centrales de I’Adriatique et de
mer Tonienne présentent une diversité génétique moindre, qui se réduit encore davantage en mer Egée.

Les variations écologiques induites par les périodes de glaciation quaternaires ont hypothé-
tiquement créé un refuge pour la raie bouclée en Méditerranée car les individus y présentent un
haplotype mitochondrial unique et considéré comme la version ancestrale principale (Chevolot et
al., 2006). La raie bouclée serait donc installée en Méditerranée depuis son expansion (~ -400.000
ans) ce qui a pu favoriser 'apparition d’écarts en terme de diversité génétique sans occurrence de
front de recolonisation post-glaciation.

L’apport de nouveau matériel génétique par des individus ayant migré depuis I’Atlantique est
une hypothese pouvant expliquer en partie les gradients longitudinaux observés sur les différents
indicateurs de diversité génétique (Figure 7) (Rolland et al., 2007). Cette hypothése expliquerait
également ce pourquoi les populations se structurent selon leur longitude d’apres la premiére
fonction discriminante de la DAPC (Figure 4). L’analyse des individus échantillonnés en Atlantique
conduirait a une meilleure compréhension de I'expansion de la raie bouclée a une échelle temporelle
plus vaste mais aussi du degré d’isolation génétique entre Méditerranée et Atlantique supposé
important par la présence du front Almeria-Oran (Rohling et al., 2009).

La taille de population efficace permet d’obtenir des informations sur les événements que les
populations ont subi par le passé comme des goulots d’étranglement plus ou moins intenses (Thuillet
et al., 2005) mais aussi sur la fagon dont la diversité génétique évoluera au fil des générations futures
(Frankham, 2005). De fagon générale, la diversité génétique est corrélée positivement a la taille de
population efficace. Plus précisément, la corrélation entre perte de diversité génétique et taille de
population efficace n’est pas linéaire mais approximativement exponentielle (Reed & Frankham,
2003). La perte de diversité génétique est d’autant plus rapide que la taille de population efficace
est faible car la dérive génétique et le taux de fixation d’alleles sont plus forts. Ainsi, la taille
de population efficace de la population de mer Egée (9299) est supposée indiquer une diminution
de sa diversité génétique plus lente que dans les autres populations et notamment celle de mer
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Ionienne possédant la taille de population efficace la plus basse (370). Ce résultat est surprenant
dans la mesure ou la population de mer Egée cumule la plus faible diversité génétique et la plus
grande taille de population efficace. La forte diversité d’habitats offert par I'archipel Egéen pourrait
favoriser le développement d’une sous-structuration génétique plus marquée que pour les autres
zones d’échantillonnage ne disposant pas de la méme complexité d’habitat comme la mer Adriatique.
Echantillonner une zone possédant une telle sous-structuration pourrait entrainer une estimation de
taille de population efficace élevée ainsi qu'une moindre diversité si des phénomeénes de consanguinité
apparaissent localement. Une forte sous-estimation des tailles de population efficaces, pouvant aller
jusqu’a 99% (Waples et al., 2016), est toutefois attendue malgré la grande majorité d’estimations
positives dans des gammes plausibles (Marandel et al., 2019).

4.3 Implications pour la gestion et la conservation de la raie bouclée en Méditer-
ranée

Les populations génétiques de raie bouclée de mer Méditerranée présentent un découpage
différent du systeme géographique de gestion des stocks de cette région. Le bassin occidental de
Méditerranée semble contenir une vaste population panmictique sur toute la zone cotiere s’étendant
de la France a la Sardaigne en longeant la cote italienne (Figure 5). Le bassin oriental présente des
populations suivant davantage le systéme de gestion des stocks car ce dernier semble mieux séparer
la diversité d’habitat existante au niveau des barrieres physiques et phylogénétiques identifiées et
discutées précédemment. L’unité de gestion de la raie bouclée doit étre calibrée sur le découpage
des populations de cette espece en Méditerranée afin d’éviter de considérer des individus qui
appartiennent a une méme population de maniére indépendante et inversement. Cette étude propose
un découpage génétique nécessitant d’étre complété par d’autres analyses afin de constituer une
proposition robuste de découpage démographique des populations de la raie bouclée en Méditerranée.

La population présente dans le bassin occidental de Méditerranée semble disposer d’une diversité
génétique importante, ce qui conduit a la considérer comme mieux adaptée a réagir face a des
perturbations comme l’activité de péche contrairement & la population de mer Egée dont la moindre
diversité génétique la rend davantage vulnérable a des perturbations. Toutefois, ces résultats
sont & considérer sous réserve que les estimations de taille de population efficace, méme analysées
relativement entre populations, soient indicatrices d’ un réel signal génétique. Sous cette considération,
les estimations de taille de population efficace indiquent que la population occidentale ainsi que la
population de mer Ionienne disposent d’une plus faible quantité de reproducteurs et auront plus de
mal & stabiliser leur diversité génétique sur le long terme (Figure 9). La population de mer Egée
semble étre en capacité de subir une perte de diversité génétique plus lente, pouvant lui assurer
une meilleure persistance sur le long terme si sa faible diversité génétique actuelle ne la condamne
pas rapidement dans un contexte difficile notamment lié & la migration lessepsienne aux impacts
écologiques avérés sur le bassin oriental de Méditerranée (Zakaria, 2015). En outre, une mise en
parallele des tendances temporelle des estimations d’abondance de raie bouclée par unité de gestion
et des indicateurs de diversité génétique et tailles de population efficaces permettrait de tester
de potentielles corrélations. Il serait alors possible d’émettre des hypotheses quant a I'impact de
lactivité de péche sur la diversité génétique de la raie bouclée en Méditerranée. Les traits d’histoire
de vie d’une espeéce, notamment sa longévité et sa fécondité, semblent également prédire la diversité
génétique (Romiguier et al., 2014). Prendre en compte les traits d’histoire de vie de la raie bouclée
en Méditerranée serait donc crucial pour mieux évaluer les mesures de protection les plus & méme
de maintenir la diversité génétique des populations sur le long terme.
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5 Conclusion

La raie bouclée est une espéce capturée le plus souvent en tant que prise accessoire en mer
Méditerranée notamment par les chalutiers de fond (Dulvy et al., 2014). Son faible intérét commercial
en fait une espece peu considérée bien qu’elle possede une maturité relativement tardive rendant
difficile le renouvellement de sa démographie, a I'instar de nombreux élasmobranches (Goldman
& Cailliet, 2004). Les captures de raie bouclée n’ont pas cessé de diminuer bien que la pression
de péche des chalutiers cotiers continue de croitre dans les eaux méditerranéennes (Russo et al.,
2019 - FAO, 2012). Cette situation signifie généralement que le stock considéré est en déclin et
menacé par une activité de péche intense (Field et al., 2009). La présente étude génétique de la
raie bouclée en Méditerranée a permis d’identifier un découpage en quatre populations de cette
espeéce au sein des six zones échantillonnées. La hiérarchisation de ces populations a été étudiée et
lorigine de leur différenciation remontant possiblement aux derniéres glaciations quaternaires a été
discutée. La diversité génétique relevée au sein de ces populations est hétérogene et ’ensemble des
indicateurs utilisés semblent suivre un gradient longitudinal avec une moindre diversité génétique
dans le bassin oriental de la Méditerranée. Les tailles de population efficaces estimées ajoutent
une composante temporelle en terme d’évolution de la diversité génétique des populations au fil
des générations. Dans un objectif de conservation, il serait nécessaire d’approfondir ces premiers
résultats en étendant et en densifiant I’échantillonnage, en tenant compte des traits d’histoire de vie
de la raie bouclée ainsi qu’en mettant en lumiere les liens potentiels entre indicateurs de diversité
génétique et tendances temporelles des estimations d’abondance des populations. En I’absence
de ces éléments de compréhension, il est difficile d’évaluer I’état de santé des populations de raie
bouclée et I'impact de I'activité de péche sur celles-ci en Méditerranée.
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Annexes

A Méthode implémentée dans BayeScan v2.1 (Foll, 2012 - Foll &
Gaggiotti, 2008)
BayeScan v2.1 (Foll, 2012 - Foll & Gaggiotti, 2008) permet d’identifier les marqueurs potentiellement

sous influence de mécanismes de sélection naturelle par approche bayésienne sur la base d’une
comparaison des fréquences alléliques entre populations via 'indice de fixation (Fs7) de Wright :

~ p(1=p)—p(l—p)
BT =" 50y

ou p est la fréquence d’un allele dans la population considérée. Cet indice permet de quantifier
la différentiation entre populations (Wright, 1965). Le logiciel scinde 'indice de fixation en deux
coefficients : un coefficient spécifique a chaque population, noté 5, et un coefficient propre a chaque
locus, noté a. Un coeflficient « significativement différent de 0 indique ’action d’une forme de
sélection. Pour chaque locus, une probabilité (posterior) est calculée dans le cas d’un modele avec ou
sans sélection naturelle (i.e. avec ou sans prise en compte de «). Il reste finalement & sélectionner le
modele le plus plausible entre ces deux cas pour chaque locus. Cela passe par le calcul du facteur de
Bayes (BF!3), un rapport entre probabilités pour chaque modele permettant de classer les modeéles
en question selon un gradient de plausibilité. Il reste toutefois nécessaire d’indiquer au logiciel
la probabilité qu’il est cohérent d’émettre quant a la chance que chaque locus soit sous sélection.
Pour cela, il est nécessaire d’entrer un parametre nommé “chance a priori en faveur du modele
neutre” (prior odds for neutral model) permettant d’obtenir une chance a posteriori'* calculée a
partir de BF et de la chance a priori. En complément, BayeScan calcule des g-value, équivalent
aux p-values pour la prise de décision sur différents tests statistiques. Ces g-values ajoutent une
précision supplémentaire a la prise de décision quant & la pression de sélection appliquée sur les loci
en incorporant la notion de faux positifs. En effet, sur 'ensemble des marqueurs sous sélection
identifiés par BayeScan, une fraction plus ou moins large n’est en réalité pas sous sélection. Ils sont
qualifiés de faux positifs. Il est possible de pallier ce souci en filtrant les SNPs identifiés par un
taux de faux positifs (FDR!?). La g-value associée & un locus est le FDR minimal au-dela duquel il
devient significatif de le conserver comme étant sous sélection.

La paramétrisation par défaut du logiciel a été conservée concernant la chaine de Markov. Dans
le but de réduire le FDR sans impacter le pouvoir de détection, il est recommandé d’augmenter
la chance a priori en faveur du modeéle neutre égale a 10 vers une valeur égale & 10000 (Lotterhos
& Whitlock, 2014). 11 a été décidé d’appliquer un filtre sur FDR de 5% pour tenir compte de la
présence de faux positifs. Les SNPs dont la g-value est inférieure a 0,05 sont donc écartés de la liste
de sortie. Dans le but de s’assurer de la bonne convergence de la chaine de Markov, 5 simulations
ont été réalisées en parallele. Ces cinq chaines ont toutes renvoyées la méme liste de marqueurs sous
sélection a un SNP pres. Ce résultat atteste de la bonne convergence des chaines de Markov avec le
jeu de données.

13Bayes factor
MPposterior Odds, PO
15False Discovery Rate
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B Méthode implémentée dans PCAdapt v4.3.3 (Luu et al., 2017
- Duforet-Frebourg et al., 2014)

La fonction d’analyse du package PCAdapt v4.3.3 (Luu et al., 2017 - Duforet-Frebourg et al., 2014)
débute par la réalisation d’une ACP de I’ensemble des SNPs sur la totalité des individus permettant
de faire apparaitre la structure de la population échantillonnée a partir des données génétiques. Il
est nécessaire a ce point de choisir le nombre de composantes principales a conserver par observation
de la variance expliquée par chacune de ces composantes. La régle de Cattell est & appliquer : les
composantes principales dont la variance expliquée précede ’apparition d’un plateau sont conservées
(Cattell, 1966). Les 5 premieres composantes sont a conserver selon la regle de Cattell, car la sixieme
fait partie du plateau. Des lors que le nombre de composantes principales a conserver est clair, une
succession de régressions linéaires des j SNPs sur les k composantes principales est exécutée :

Gj = Zﬂ]ka +¢€j
k

. II en résulte une liste de cotes Z (z-score), chaque cote étant la mesure centrée réduite de G;
affectée aux j SNPs apres régression sur ’ensemble des composantes principales. Cette liste de cotes
Z est utilisée pour identifier les marqueurs potentiellement sous sélection. La statistique utilisée
pour cette détection est la distance de Mahalanobis robuste notée D (Luu et al., 2017). Cette
distance differe d’une distance euclidienne classique par le fait qu’elle considere la variance et la
corrélation de la série de données. Ainsi, la pondération affectée a chaque donnée diminue plus la
dispersion augmente :

D?=(z-2)%7"(z — %)

ou X est la matrice de covariance des cotes Z et z le vecteur des j moyennes des cotes Z sur les k
composantes principales.

Afin de limiter la présence de faux positifs, un facteur d’inflation génomique'® (Devlin & Roeder,
1999) est calculé et permet, par division de D sur ce facteur, d’obtenir une statistique corrigée
suivant la distribution y? attendue du fait de la distribution Gaussienne multivariée des cotes Z.
C’est apres obtention de ces statistiques correctement distribuées que les p-values sont calculées. 11
est & présent préconisé d’appliquer un filtre sur le taux de faux positifs (FDR!7).

L’application d’un filtre sur FDR se fait par la procédure de Benjamini-Hochberg (Benjamini &
Hochberg, 1995) qui ajuste les p-values dans le but de les comparer au seuil de FDR sélectionné.
Cette procédure est dérivée de la correction de Bonferroni (Dunn, 1959). Apres décision d’un seuil
de faux positifs, la liste des SNPs dont la p-value corrigée est supérieure a ce seuil est renvoyée en
tant que liste de candidats sous sélection.

18Genomic Inflation Factor, GIF
'"False Discovery Rate
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C Liste des marqueurs potentiellement sous sélection

Table S1: Liste des 19 SNPs sous sélection détectés par BayeScan et PCAdapt

Marqueurs sous sélection
RCL_P_ 1427

RCL_P 1544
RCL_P_1795

RCL_P_ 2529
RCL_P_2531

RCL_P_ 2656
RCL_P_2920

RCL_P_ 3522
RCL_P_36
RCL_P_401

RCL_P_ 4206

RCL_P_ 4638

RCL_P_ 4842

RCL_P_ 5060
RCL_P_528
RCL_P_581
RCL_P_7983 MAJ_G
RCL_P 9074 MAJ_ A
RCL_P_942
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D Compléments sur ’analyse de la structure de population

La fonction xvalDapc du package adegenet (Jombart et al., 2010) utilisable sous R (R Dev.
Core Team, 2020) clive les données en deux sous-jeux de données : un jeu initial contenant
90% des individus et un jeu de validation contenant les 10% restants. La validation croisée
consiste a quantifier le nombre de réattributions correctes du jeu de validation dans le jeu initial
par 'utilisation de DAPC. La fonction répete cette expérience 30 fois pour chaque quantité de
composantes principales conservée. Elle estime finalement quelle quantité d’information permet le
meilleur taux de réussite dans les réattributions. La sortie de cette fonction est le nombre optimal
de composantes a conserver, en 'occurrence 80.

L’analyse de la contribution que chaque SNP apporte a la discrimination des individus est répartie
de maniere relativement uniforme sur ’ensemble des SNPs (Figure S1). Aucun SNP ne s’est vu
attribué une importance supérieure a 1% pour la premiére fonction discriminante comme pour la
deuxiéme.
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Figure S1: Poids de chaque SNP dans la discrimination des individus selon la premiere fonction
discriminante (haut) et la deuxiéme fonction discriminante (bas) de la DAPC

La DAPC calcule la probabilité que chaque individu a d’appartenir a chaque zone d’échantillonnage
(Figure S2). Ces résultats ont été moyennés et présentés dans le corps de cette étude (Figure 5).
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Figure S2: Graphique de mélange présentant la probabilité d’appartenance de chaque individu
aux zones d’échantillonnage réalisé par la DAPC - chaque individu est représenté par une barre
verticale découpée en segments de longueur proportionnelle a la probabilité d’appartenance a la
zone d’échantillonnage correspondante et les individus ont été triés selon leur zone d’échantillonnage
d’origine indiquée en abscisse et séparés par les barres noires verticales - Lion : golfe du Lion ; Tyrr
. mer Tyrrhénienne nord ; Sard : Sardaigne ; Adri : mer Adriatique ; Ion : mer Ionienne ; Egée :
mer Egée
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E Compléments sur ’analyse de la différenciation des populations

Table S2: Table des intervalles de confiance autour des estimations moyennes des Fsr de Weir et
Cockerham entre les quatre populations inférées - Ouest : golfe du Lion, mer Tyrrhénienne nord,
Sardaigne ; Adri : mer Adriatique ; Ion : mer Ionienne ; Egée : mer Egée

Borne inférieure | Moyenne | Borne supérieure
Ouest - Adri 0.015 0.018 0.018
Ouest - Ion 0.021 0.024 0.024
Ouest - Egée 0.049 0.054 0.055
Adri - Ton 0.008 0.009 0.010
Adri - Egée 0.038 0.041 0.042
Ion - Egée 0.025 0.027 0.029

Table S3: Table des intervalles de confiance autour des estimations moyennes des Fsr de Weir et
Cockerham entre les six zones d’échantillonnage - Lion : golfe du Lion ; Tyrr : mer Tyrrhénienne
nord ; Sard : Sardaigne ; Adri : mer Adriatique ; Ion : mer Ionienne ; Egée : mer Egée

Borne inférieure | Moyenne | Borne supérieure
Lion - Tyrr 0.006 0.006 0.010
Lion - Sard 0.004 0.005 0.006
Lion - Adri 0.018 0.019 0.021
Lion - Ion 0.024 0.027 0.027
Lion - Egée 0.052 0.057 0.058
Tyrr - Sard 0.006 0.006 0.007
Tyrr - Adri 0.017 0.019 0.020
Tyrr - Ion 0.023 0.026 0.026
Tyrr - Egée 0.052 0.055 0.057
Sard - Adri 0.017 0.019 0.020
Sard - Ion 0.023 0.025 0.026
Sard - Egée 0.051 0.055 0.056
Adri - Ion 0.007 0.009 0.010
Adri - Egée 0.038 0.041 0.042
Ion - Egée 0.025 0.027 0.029
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F Compléments sur analyse de la diversité génétique des popu-
lations

Table S4: Table des p-values issues des tests de Student appariés sur 100 ré-échantillonnages
bootstrap avec correction de Holm pour les hétérozygosités observée et estimée ainsi que I’indice
de consanguinité dans le cas de quatre populations inférées par DAPC de la raie bouclée en
Méditerranée - un astérisque (*) indique une différence significative et le sigle ns indique une
différence non significative - Ouest : golfe du Lion, mer Tyrrhénienne nord, Sardaigne ; Adri : mer
Adriatique ; Ton : mer Ionienne ; Egée : mer Egée

Hétérozygosité observée

Hétérozygosité attendue

Indice de consanguinité

Ouest - Adri | 0.006* 2e-08* 0.49 ns
Ouest - Ion | 8.6e-36* 2.4e-52%* 0.89 ns
Ouest - Egée | 9.2e-10% 1.6e-13* 0.66 ns
Adri - Ton le-25* 2¢-36* 0.36 ns
Adri - Egée | 5.2e-16* 7.4e-30* 0.68 ns
Ion - Egée 3.1e-63* 2.3e-84%* 0.45 ns

Table S5: Table des p-values issues des tests de Student appariés sur 100 ré-échantillonnages
bootstrap avec correction de Holm pour les hétérozygosités observée et estimée ainsi que 'indice de
consanguinité dans le cas de six zones d’échantillonnage de la raie bouclée en Méditerranée - un
astérisque (*) indique une différence significative et le sigle ns indique une différence non significative
- Lion : golfe du Lion ; Tyrr : mer Tyrrhénienne nord ; Sard : Sardaigne ; Adri : mer Adriatique ;
Ton : mer Ionienne ; Egée : mer Egée

Hétérozygosité observée | Hétérozygosité attendue | Indice de consanguinité

Lion - Tyrr | 1.4e-07* 6.3e-10* 1 ns
Lion - Sard | 2.1e-12* 4.9e-24* 0.95 ns
Lion - Adri | 2e-57* 5.7e-75% 0.75 ns
Lion - Ton | 0.00047* 5.6e-12* 0.97 ns
Lion - Egée | 0.18 ns 0.27 ns 0.091 ns
Tyrr - Sard | 0.014* 5.9e-08%* 0.67 ns
Tyrr - Adri | 5.2e-35* 3.4e-52%* 0.99 ns
Tyrr - Ton | 9.9e-17* 2.4e-30* 1 ns
Tyrr - Egée | 6.7e-09* 7.3e-07* 0.027*
Sard - Adri | 6.4e-26* 2.7e-36* 0.48 ns
Sard - Ton | 1.2e-25* 6.2e-50%* 0.78 ns
Sard - Egée | 8e-16* 1.5e-18* 0.19 ns
Adri - Ton | 3.5e-77* 1.3e-105* 0.86 ns
Adri - Egée | 6.1e-59* 1.1e-68* 0.0044*
Ton - Egée | 0.053 ns 9.9e-14* 0.038*
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Table S7: Table des moyennes, médianes, modes et écarts-types des tailles de population efficaces
pour les quatre populations inférées (haut) et les six sites d’échantillonnage (bas) de raie bouclée en
Méditerranée - Ouest : golfe du Lion, mer Tyrrhénienne nord, Sardaigne ; Lion : golfe du Lion ;

Tyrr : mer Tyrrhénienne nord ; Sard : Sardaigne ; Adri :

Egée : mer Egée

mer Adriatique ; Ion : mer Ionienne ;

Moyenne | Médiane | Mode Ecart—type Quantité de données

Adri | 6915.2 6915.2 6900.34 | NA NA
Ton 500.37 361.5 357.24 231.47 100
Egée | 12856.23 | 11175 9073.35 | 5928.07 74

Ouest | 1833.81 1843.05 | 1914.12 | 698.9 100
Sard | 1073.7 1073.7 1071.39 | NA NA
Adri | 6915.2 6915.2 6900.34 | NA NA
Ton 448.66 364.7 354.69 156.19 100
Egée | 14178.35 | 12585.2 | 10318.28 | 6091.25 78

Lion | 2399.28 | 2593.15 | 1350.42 | 1089.84 100
Tyrr | 654.19 171.7 163.96 741.81 100
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