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Résumé — La délimitation géographique des populations, établie sur des bases
biologiques, est nécessaire a toute gestion rationnelle des pécheries. Tel est le cas
pour Beryx splendens, ressource pour laquelle la mise en évidence de différentes
populations dans la zone économique (ZE) de Nouvelle-Calédonie serait essentielle
pour en éviter la surexploitation. Nous avons choisi d'utiliser ’ADN mitochondrial
comme marqueur génétique de la structure géographique de B. splendens sur les
monts sous-marins de la ZE de Nouvelle-Calédonie. Un fragment d’environ 360
paires de bases du géne du cytochrome b a été amplifié¢ par PCR a I’aide d’amorces
universelles. Quatorze haplotypes ont été détectés par la technique du
polymorphisme de conformation simple-brin ou SSCP, dans un échantillon total de
247 individus. La phylogénie inférée a partir des données de séquence des haplotypes
SSCP montre deux clades distincts (A et W), séparés par environ 4 % a 6 % de
divergence nucléotidique, au sein des échantillons de Nouvelle-Calédonie. La
présence en sympatrie de deux lignées mitochondriales distantes conduit & envisager
deux hypothéses : (1) le mélange de deux especes jumelles dans les échantillons ; (2)
la remise en contact récente de populations géographiquement séparées au cours des
temps géologiques. Sur un échantillon d’individus de la ZE de Nouvelle-Calédonie,
les fragments d’ADN anonymes amplifiés par PCR a ’aide d’amorces arbitraires
montrent en général un polymorphisme de présence / absence, lequel est étroitement
corrélé au polymorphisme mitochondrial A / W, ce qui correspond a I’existence d’un
niveau élevé de déséquilibre nucléo-cytoplasmique. Ce résultat permet de rejeter
I’hypothése (2). Aucune hétérogénéité dans la distribution des fréquences
haplotypiques n’a été détectée entre populations de chaque espéce (sp. A etsp. W) a
I’échelle de la ZE de Nouvelle-Calédonie (~6# de Weir & Cockerham = —0.005 et —
0.002, respectivement). Les séquences partielles des haplotypes d’individus
originaires de la ride de Chatham a I’est de la Nouvelle-Zélande et du banc de Galice
dans I’Atlantique nord-est sont de type A. La divergence nucléotidique entre ces
haplotypes de I’espéce B. cf. splendens sp. A échantillonnés aux antipodes apparait
comme trés réduite, ce qui est synonyme de flux génique a I’échelle interocéanique,
et concorde avec I’absence de différenciation a I’échelle régionale. Ces résultats, qui
auront des conséquences sur la systématique du genre Beryx, devront étre pris en
compte pour la gestion de la pécherie de B. cf. splendens dans la ZE de Nouvelle-
Calédonie et peut-étre ailleurs dans le monde.






Abstract — The geographic delineation of populations as inferred from biological
data is desirable for rational fishery management. Evidence on population structure
may be essential to avoid overfishing of alfonsino Beryx splendens, a valuable
resource of the economic zone (EZ) of New Caledonia. Here we chose mitochondrial
DNA as a genetic marker of the geographic structure of alfonsino on the seamounts
of the New Caledonian EZ. A ca. 360-base pair fragment of the cytochrome b gene
was PCR-amplified using universal primers. Fourteen haplotypes were detected
through single strand conformation polymorphism (SSCP), on a total sample of 247
alfonsino. The phylogenetic tree inferred from SSCP haplotype sequences featured
two distinct clades (A and W) within New Caledonian alfonsino samples. These two
clades were distant by ca. 4% to 6% nucleotide divergence. The sympatric
occurrence of distant mitochondrial lineages raises two hypotheses: (1) admixture of
sibling species in the samples; (2) secondary contact of geographically separated
populations. Anonymous DNA fragments that were amplified using arbitrary primers,
in a sample from the New Caledonian EZ, generally exhibited presence or absence
polymorphism. This polymorphism was tightly correlated with the A / W
mitochondrial polymorphism pointing to a high level of nucleo-cytoplasmic
disequilibrium. This result allows to reject hypothesis (2). No heterogeneity was
detected in the distribution of haplotype frequencies between populations within
either the A or W species at the scale of the New Caledonian EZ (Weir &
Cockerham’s ~@ = -0.005 and -0.002, respectively). The partial haplotype sequences
of individuals sampled on the Chatham Rise east of New Zealand and on the Galicia
Bank off Spain in the northeastern Atlantic were of the A type. The nucleotide
divergence between these two B. cf. splendens sp. A haplotypes sampled at opposite
sides of the world was very low, a result that reveals gene flow at the inter-oceanic
scale and agrees with the lack of differentiation evidenced at the regional scale. The
present findings will have repercussions on the systematics of the genus Beryx, and
should be taken into account for efficient management of the B. cf. splendens fishery
in the EZ of New Caledonia and perhaps in other regions.






INTRODUCTION

La génétique moléculaire des populations permet des inférences sur la biologie et
I’écologie des organismes, ‘et le cas échéant la phylogénie des génes permet de
reconstituer la séquence temporelle des événements de colonisation et de radiation qui ont
affecté une espéce dans le passé. Cette approche est particulierement utile chez les
espéces dont la distnbution, la biologie et I’écologie restent peu connues en raison de
I’inaccessibilité des habitats et de la pauvreté des observations : tel est notamment le cas
des espéces des grands fonds (CREASEY & ROGERS 1999).

La majorité des organismes marins ont une capacité de dispersion élevée, liée a la
dérive passive des larves planctoniques ou a la migration des adultes. Ces
caractéristiques, en général associées a des fécondités élevées, impliquent des niveaux de
flux génique théoriquement élevés. De fagon générale, l'aire de distribution de telles
espéces est étendue et les tailles des populations sont énormes (PALUMBI 1992, 1994). On
s’attend ainsi a ce que les especes marines montrent de faibles différences génétiques sur
de grandes distances. Méme si un grand nombre d’espéces marines ayant des capacités de
dispersion élevées présentent une faible différenciation, il existe des exemples ou la
structure génétique s’est révélée étre marquée (BURTON 1983 ; HEDGECOCK 1986 ;
KNOWLTON 1993 ; AVISE 1994 ; PALUMBI 1996). Pour cela, différents mécanismes ont
pu &tre invoqués. Les convergences ou divergences de masses d'eaux, associées a des
courants de directions opposées et a des différences de température et de salinité,
constituent des barrieres géographiques en ce qu’elles sont susceptibles de limiter les
possibilités de dispersion. La sélection naturelle peut aussi jouer un réle en favorisant les
populations locales face aux immigrants (KOEHN & HILBISH 1987). Des mécanismes
comportementaux comme le homing peuvent contribuer a l'isolement reproductif (AVISE
1994). Enfin, l'existence de mécanismes de reconnaissance des gamétes a été récemment
suggérée (PALUMBI 1994). De plus, la fécondité élevée des espéces marines pourrait
impliquer une forte variance du succes reproducteur, ce qui pourrait entrainer des effectifs
efficaces bien plus faibles que les effectifs réels (HEDGECOCK 1994) et ainsi accentuer la
différenciation génétique due a la dérive. De fagon générale, potentiel de dispersion ne
signifie pas nécessairement dispersion effective. Il convient d’accumuler de nouvelles
données sur la structure géographique des populations d’un certain nombre d'espéces
marines avant d’€tre en mesure de dégager des généralités quant aux modalités de la
différenciation génétique des populations. De ce point de vue, les organismes de
profondeur restent mal connus (CREASEY & ROGERS 1999).

Les travaux de génétique publiés a ce jour chez les poissons de profondeur ont permis
de clarifier leur systématique, comme chez les grenadiers du genre Coryphaenoides, avec
la mise en évidence d’un décalage des preferendums bathymétriques entre especes
(WILSON & WAPLES 1983). Des différences génétiques ont pu étre rapportées a 1’échelle
régionale, comme chez le hoki Macruronus novaezelandiae (BAKER et al. 1995). A
I'inverse, une remarquable homogénéité a pu étre observée a I'échelle mondiale, comme



chez le grenadier C. armatus (WILSON & WAPLES 1984) et I’empereur Hoplostethus
atlanticus (SMITH 1986 ; BAKER ef al. 1995).

Le béryx, Beryx splendens Lowe, 1834, est un poisson bentho-pélagique qui vit aux
alentours des monts sous-marins et sur les pentes continentales a des profondeurs de 200
4900 m (LEHODEY & GRANDPERRIN 1996) voire davantage (CREASEY & ROGERS 1999).
B. splendens est largement répandu dans I’océan mondial (BUSAKHIN 1982). Sa fécondité
est élevée : de 270 000 a 700 000 ovocytes par ponte (LEHODEY, GRANDPERRIN &
MARCHAL 1997). Pélagiques, les larves et les juvéniles sont surtout présents entre 50 m
et 200m (IVANIN 1987). La phase pélagique durerait plusieurs mois (LEHODEY,
GRANDPERRIN & MARCHAL 1997) autorisant une dispersion sur de grandes distances.
Toutefois, les monts sous-marins constituent des habitats isolés, séparés les uns des autres
par les immensités océaniques ; dans certains cas, I’interaction des courants et de la
topographie provoque a leur voisinage la formation de colonnes de Taylor (RODEN 1991),
tourbillons susceptibles de favoriser la rétention des larves et la concentration de leurs
proies, offrant ainsi aux populations locales la possibilité d’auto-recrutement (ROGERS
1994).

Nous avons choisi d'utiliser un fragment du génome mitochondrial, le géne du
cytochrome b, comme marqueur génétique de la structure géographique de Beryx
splendens sur les monts sous-marins de la Nouvelle-Calédonie. Du fait de ses
caractéristiques particulieres, 'ADN mitochondrial (ADNmt) des animaux est un
marqueur adapté a I'étude de la structuration géographique infra-spécifique (MAYNARD
SMITH 1998). En effet, ' ADNmt est présent dans les cellules sous forme haploide, sa
reproduction est exclusivement clonale (voir, cependant, EYRE-WALKER, SMITH &
MAYNARD SMITH 1999 et HAGELBERG et al. 1999, pour deux contre-exemples
récemment mis en évidence chez Homo sapiens) et, chez la grande majorité des espéces,
sa transmission est maternelle. L'effectif efficace de reproduction est donc théoriquement
plus faible pour 'ADNmt que pour I'ADN nucléaire, d'ou une sensibilité accrue aux
phénomeénes de dérive, de goulots d'étranglement ainsi qu'aux événements de fondation
(MORITZ, DOWLING & BROWN 1987). De plus, le taux d'évolution du génome
mitochondrial des vertébrés est globalement supérieur (de 2 a 10 fois) a celui du génome
nucléaire (MORITZ, DOWLING & BROWN 1987), méme si, chez les poissons, ce taux
d'évolution est inférieur a celui d’autres groupes (MARTIN & PALUMBI 1993 ; MEYER
1993 ; RAND 1994). L’évolution rapide de ’ADN mitochondrial entrainant un important
polymorphisme infra-spécifique, et son mode de transmission en faisant un excellent
traceur pour la phylogénie, ce marqueur est idéal pour des études phylogéographiques au
niveau populationnel (BOURSOT & BONHOMME 1986 ; AVISE ef al. 1987 ; AVISE 1994 ;
SOLIGNAC ef al. 1995 ; MAYNARD SMITH 1998).

Les données mitochondriales nous permettront de tester des hypothéses sur la
structure géographique de Beryx splendens. La premiére hypotheése est que les
populations €étudiées ne présentent aucune structure, formant un ensemble panmictique.

En particulier, les monts sous-marins du sud de la Nouvelle-Calédonie pourraient



correspondre & un tel ensemble, plus au moins isolé des autres populations (LEHODEY,
GRANDPERRIN & MARCHAL 1997), puisque cette zone est située a I'intérieur d'un systéme
de courants formant un tourbillon (HENIN 1994). Selon cette hypothése, on s’attend a ce
que la distribution des haplotypes soit homogene a I’échelle de cet ensemble de monts
sous-marins.

Une seconde hypothése est celle de I'isolement par la distance, ou la structure
génétique globale de la population refléte I’état d’équilibre entre le flux génique et la
dérive génétique locale (WRIGHT 1943). Selon cette hypothése, la distance génétique
entre populations croit avec la distance géographique qui les sépare.

Chez les espéces exploitées, I'étude de la structure géographique présente un intérét
pratique car elle peut aboutir & I'identification de différentes populations ou stocks. La
délimitation géographique des populations, établie sur des bases biologiques, est
nécessaire a toute gestion rationnelle des pécheries (OVENDEN 1990 ; SMITH, JAMIESON
& BIRLEY 1990 ; CARVALHO & HAUSER 1994 ; WARD & GREWE 1994). Tel est le cas
pour Beryx splendens, ressource pour laquelle la mise en évidence de différentes
populations dans la zone économique de Nouvelle-Calédonie serait essentielle pour en
éviter la surexploitation (LEHODEY 1994 ; LEHODEY & GRANDPERRIN 1994).

Incidemment, nous montrons que le taxon actuel Beryx splendens consiste en deux
espéces sympatriques en Nouvelle-Calédonie, ce qui souléve un probléme de
systématique et de taxonomie, et devrait aboutir a une révision du genre Beryx.

MATERIEL ET METHODES

Echantillonnage

Les poissons ont ét¢ capturés entre 450 m et 950 m de profondeur lors de deux
campagnes réalisées dans le cadre du programme ZoNéCo d’évaluation des ressources
marines de la zone économique de Nouvelle-Calédonie. La premiére, HALICALI
(GRANDPERRIN, BARGIBANT & MENOU 1995), a ét¢ effectuée a bord du navire
océanographique (N.O.) Alis de ’ORSTOM ; une palangre de fond fut utilisée. La
seconde, HALIPRO2 (GRANDPERRIN et al. 1997) se déroula a bord du N.O. Tangaroa,
un grand chalutier néo-zélandais. Les échantillons proviennent de six zones (Fig. 1 ;
Tableau 1) : le Grand Passage au nord de la Nouvelle-Calédonie, les pentes externes du
récif de 1’Astrolabe et de Lifou situés sur la ride des Loyauté, les monts sous-marins
Stylaster et Aramis sur la ride de Norfolk, et le mont sous-marin K sur le prolongement
sud de la ride des Loyauté. Sit6t les poissons remontés a bord, un morceau de muscle a
été prélevé en avant de la nageoire dorsale de chaque individu et conservé dans l'alcool
éthylique a 95 %. Deux échantillons supplémentaires de Beryx splendens ont été récoltés
par chalutage sur la ride de Chatham a I’est de la Nouvelle-Zélande (42°53°S ; 177°42°E)
et sur le banc de Galice au large de Vigo en Espagne (42°37°N - 42°41’N ; 11°35°W -
11°52’W). Enfin, trois individus péchés dans le Golfe de Gascogne proviennent de la
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Figure 1 Beryx cf. splendens. Stations échantillonnées ( ®) dans la zone économique de Nouvelle-

Calédonie (fond de carte d'aprés MiSSEGUE, DUPONT & DANIEL 1992, dans LEHODEY 1994).

Tableau 1 Beryx cf. splendens. Localités, dates et profondeurs d'échantilionnage en Nouvelle-
Calédonie. Campagne dénomination de la campagne d'échantillonnage, Code code d’enregistrement

des échantillons, N taille de I'échantillon

Localité Campagne Code N Date Profondeur (m)
Min Max
Grand Passage HALICALA HA1 33 Nov 94 575 750
Astrolabe HALICAL1 HA1 30 Déc 94 535 750
Lifou HALICALA1 HA1 41 Déc 94 450 793
Mont Stylaster HALIPRO2 BT94 45 Nov 96 448 880
Mont K HALIPRO2 BT17 49 Nov 96 935 936
Mont Aramis HALIPRO2 BT35 49 Nov 96 640 740
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criée de I’tle d’Yeu en France.

Analyses moléculaires : ADN mitochondrial

L'ADN total a été extrait selon la méthode du "phénol-ch]orofonne;‘ (SAMBROOK,
FRITSCH & MANIATIS 1989). Un fragment de muscle (0.1 a 0.5 g) est dilacéré dans un
tube Eppendorf, puis laissé a sécher pendant 4 h a température ambiante. Apres
évaporation de I'alcool, 500 ul de tampon d'extraction (EDTA 25 mM, Tris 50 mMet 1 %
SDS) et 10 U de protéinase K sont ajoutés dans chaque tube. Le contenu du tube est agité
au vortex et placé au bain-marie toute une nuit a 55 °C. Apres digestion des protéines,
500 pl (1 vol. / vol.) d'un mélange phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24 : 1)
sont ajoutés a chaque tube. Les tubes sont agités puis centrifugés pendant 10 min a
3500 g. Le surnageant est prélevé et purifié une seconde fois au phénol-chloroforme.
L'ADN du surnageant (environ 250 pl) est ensuite précipité pendant 1 h a -20 °C apreés
ajout de deux volumes d'éthanol absolu (soit environ 500 pl) et 0.34 volume d'acétate de
sodium 3 M pour une concentration finale de ~0.3 M. Aprés centrifugation, 10 min a
3500 g, le culot d'ADN est rincé a I'éthanol 70 %, & nouveau séché, et resuspendu dans
100 pl d'eau ultrapure. Les solutions d'ADN ainsi préparées ont été conservées a -20 °C
jusqu'a leur utilisation pour la réaction de polymérisation cyclique (PCR ; Fig. 2).

La région de I’ADN amplifiée par la PCR est un fragment d'environ 350 paires de
bases (pb) du geéne du cytochrome b. Les amorces utilisées sont les amorces universelles
CBI-L (5°-CATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3") et CB2-H (5’-CCCTCAGAAT
GATATTTGTCCTCA-3’) (KOCHER ef al. 1989 ; PALUMBI ef al. 1991). La PCR est
réalisée dans 25 pul de mélange réactionnel contenant 1 X tampon Taq, 25 mM MgCl,,
2 mM de chaque dNTP, 0.5 pM de chaque amorce, 0.25 U de Tag-polymérase (Promega,
Madison W], USA) et 3 ul de solution d'ADN. La réaction a lieu dans un thermocycleur
Crocodile III (Appligéne, Strasbourg, France), avec 35 cycles de 30s a 95°C
(dénaturation) puis 30s a 52 °C (hybridation) puis 1 min a 72 °C (élongation). Les
produits de PCR obtenus sont visualisés au bromure d'éthidium sous lumiére ultra-
violette aprés migration sur un gel d'agarose a 2 %, et leur vitesse de migration est
comparée au témoin de longueur "100-bp ladder" de Pharmacia Biotech (Uppsala,
Suéde).

Le polymorphisme de séquence du fragment amplifié a été mis en évidence par la
technique de polymorphisme de conformation simple-brin ou SSCP (ORITA et al. 1989 ;
HAYASHI 1992). Aprés dénaturation de [’ADN double-brin, chaque molécule simple-brin
adopte, en se renaturant sur elle-méme, une structure secondaire dépendant de sa
séquence nucléotidique. Le polymorphisme de conformation, révélé par électrophorése
sur un gel de polyacrylamide non-dénaturant, résulte de polymorphismes de structure
secondaire des ADN simple-brin entre des fragments de séquences différentes (Fig. 3). La
vitesse de migration de I’ADN simple-brin dépend non seulement de la taille, mais aussi
de la formation secondaire adoptée. Les conditions de migration (température, temps de

migration, puissance) doivent €tre ajustées et maintenues constantes afin de



= AMorces

ADN cible
Dénaturation/Renaturation §
Polymérisation 3
De ion/R ] 4
Polymérisation = ¥
Dénaturation/Renaturation ¥
Polymérisation ¥
. 4
T e¢me cyde
. 4
ETC

Figure 2 Principe de la PCR (d’aprés DeEsSMARAIS et al. 1995)
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Figure 3 Principe de la SSCP (d'aprés DeSMARAIS et al. 1995). A : amplification des 2 brins d'ADN,
B : dénaturation, C : migration
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conserver les molécules simple-brin dans une conformation spécifique stable (HAYASHI
1991, in LESSA & APPLEBAUM 1993 ; ORTI, HARE & AVISE 1997). Cette technique
permettrait, pour un fragment de 300 a 450 pb, de détecter environ 90 % des variants
(haplotypes) lorsque ceux-ci différent d’une seule mutation ponctuelle (HAYASHI 1991, in
LESSA & APPLEBAUM 1993). Pour un individu, on observe en théorie deux bandes, une
pour chaque brin d'ADN. Dans certains cas toutefois, en raison de l'existence pour un
méme brin de plusieurs conformations semi-stables, plus de deux bandes peuvent étre
observées (DESMARAIS et al. 1995 ; BORSA & COUSTAU 1996 ; DE VIENNE 1997). Cing
ul du produit d’amplification par PCR de chaque individu sont dénaturés a 100 °C apres
ajout de 5 ul de tampon de dénaturation (95 % de formamide, 10 mM NaOH, et 20 mM
EDTA) et un ul de solution de colorant (42 %o xyléne cyanol, 42 %o bleu de
bromophénol, S % glycérol). La migration des ADN dénaturés est réalisée a une
puissance de 2 W, pendant 15 h a 16 °C, dans un gel de polyacrylamide non-dénaturant
1 X de solution d’acrylamide MDE (FMC Corporation, Rockland ME, USA) placé dans
une cuve a migration verticale (Hoefer, San Francisco CA, USA). Les bandes d’ADN
simple-brin ont été révélées par coloration au nitrate d'argent (WRAY er al. 1981).

Les différents haplotypes détectés par la SSCP ont été séquencés. Nous avons utilisé la
technique du séquencage cyclique a l'aide du kit "Thermo Sequenase" (Amersham Life
Science, Cleveland OH, USA). Cette méthode consiste en l'incorporation aléatoire de
didésoxyribonucléotides de terminaison de chaine (SANGER, NICKLEN & COULSON
1977). Le séquengage a été effectué dans un séquenceur automatique A.L.F. (Pharmacia
Biotech). La migration se fait en 5 heures sur un gel de polyacrylamide dénaturant a2 6 %
d'acrylamide Bio-Rad (Hercules CA, USA) et 42 % d’urée.

Les deux haplotypes les plus fréquents dans I'échantillon total (a et w ; voir ci-aprés)
ont été amplifiés par PCR et séquencés une seconde fois a l'aide du kit "Thermo
Sequenase  Radiolabelled  Terminator”  (Amersham). Chacun des  quatre
didésoxyribonucléotides utilisés est marqué au *°P. Les produits des quatre réactions de
séquence sont chargés en parallele dans un gel de polyacrylamide dénaturant 3 6 %
d'acrylamide Bio-Rad et 42 % d’urée. La migration se fait en 2 runs de 3h et 6 h, a
puissance constante (50 W). Aprés séchage, le gel est exposé contre un film
d'autoradiographie X-Omat (Eastman-Kodak, Rochester NY, USA) pendant une durée
dépendant de l'activité des produits, approximativement estimée au préalable a l'aide d'un
compteur Geiger.

Polymorphisme de longueur d’amplification (DALP)

La technique des DALP (DESMARAIS, LANNELUC & LAGNEL 1998) permet, a I’instar des
RAPDs (WILLIAMS et al. 1990), d’amplifier un certain nombre de fragments d’ ADN
anonymes a I’aide d’amorces arbitraires. Initialement, la technique a été développée dans
le but d’acquérir rapidement des marqueurs nucléaires présentant un polymorphisme de
longueur, en séquencant directement — ou aprés réamplification — des fragments
d’ADN amplifiés par PCR apres séparation et excision de ceux-ci sur un gel de



polyacrylamide. Le choix judicieux de la paire d’amorces (I'une des deux amorces
contient le site d’initiation de la réplication pour I’ADN-polymérase du phage M13)
permet de s’affranchir de 1’étape du clonage. Incidemment, cette technique permet aussi
d’établir des profils individuels ou DNA fingerprints a partir de la présence ou de
I’absence d’un fragment amplifié pour une longueur donnée. Pour cela, un petit nombre
d’amplifications par PCR peut suffire, puisqu’une paire d’amorces DALP permet en
général de révéler une dizaine de bandes, dont une fraction est variable d’un individu a
I’autre (DESMARAIS, LANNELUC & LAGNEL 1998). Nous avons réalisé cinq séries
d’amplifications par PCR d’un échantillon d’individus a I’aide de chacune des amorces
directes DALP231 (5’-GTTTTCCCAGTCACGACAGC-3"), DALP232 (5’-GTTTTCCC
AGTCACGACGAC-3’), DALP233 (5’-GTTTTCCCAGTCACGACACG-3"), DALP234
(5’-GTTTTCCCAGTCACGACCAG-3’) et DALP241 (5’-GTTTTCCCAGTCACGACT
CAG-3’), utilisée en combinaison avec 1’amorce inverse DALP (5’-GTTTTCCCAGTCA
CGAC-3’) (DESMARAIS, LANNELUC & LAGNEL 1998). Juste avant la PCR, I’amorce
DALPR a été marquée radioactivement au >°P en utilisant 0.5 U de polynucléotide-kinase
T4 (Eurogentec, Liege, Belgique) dans un mélange réactionnel comprenant le tampon de
la kinase 2 concentration 1 X, 2.5 pM de I’amorce, et 1.5 uM de [y-*P]ATP (Isotopchim,
Ganagobie, France), laissé 30 min a I’étuve a 37 °C. La réaction de PCR a été réalisée
dans 20 pl de mélange réactionnel comprenant 1 X de tampon Tagq, 1.8 mM MgCl,, 100
pM de chaque dNTP, 0.25 uM d’amorce DALP directe, 1 uM d’amorce DALPR
marquée, 0.5 U de Tag-polymérase (Promega) et 2 ul de solution d'ADN diluée a 1/50.
Le programme de la PCR, réalisé sur un thermocycleur Crocodile III (Appligéne)
comprend 35 cycles de 305291 °C,30s2a 50 °Cet40sa 72 °C, a la suite d’un cycle de
dénaturation de 3 min a 95 °C, et suivis par un cycle final d’élongation de 5 min a 72 °C.
Les produits d’amplification par PCR ont ét¢ dénaturés a 95 °C en ajoutant 10 pl de
tampon dénaturant (95 % de formamide, 20 mM EDTA, 0.05 % xyléne cyanol et 0.05 %
bleu de bromophénol). La migration s’effectue a 50 W pendant 5 h dans un gel de
polyacrylamide dénaturant a 6 % d’acrylamide et 42 % d’urée. Apres séchage, le gel est
exposé contre un film d’autoradiographie Biomax (Eastman-Kodak) pendant 5 jours.

Traitement des données populationnelles
La diversité génétique des populations a été estimée a I'aide de I’estimateur ~H, avec
correction du biais di a la taille d’échantillon (NEI 1987) : "H = N/(N—l)-(l-Zixiz) ou N
est la taille de l'échantillon et x; la fréquence du ie€me haplotype. La variance
d’échantillonnage de “H a été estimée a I’aide de la procédure SIMULONS du logiciel
GENETIX (BELKHIR et al. 1996). Ce programme construit 100 nouveaux tableaux des
individus par tirage aléatoire avec remise et calcule la valeur de “H pour chacun d’eux.
Les Fst par paire de populations (WRIGHT 1951) ont été estimés par la décomposition
de la variance des fréquences alléliques : 6 (=Fsr) = a/ (a+b+c) (WEIR & COCKERHAM
1984) ou a est la composante inter-populations. b la composante entre individus a

I'intérieur de chaque population, et ¢ la composante entre gametes a l'intérieur de chaque
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individu (ici égale a 0 puisque nos données sont haploides), de la variance des fréquences
alléliques. Les différentes valeurs de ~@ par paire ont été estimées selon WEIR &
COCKERHAM (1984) a l'aide de GENETIX.

La significativité des différences entre populations a été testée de deux maniéres
différentes. La premiére fait appel aux tests exacts de RAYMOND & ROUSSET (1995a),
réalisés a l'aide du logiciel GENEPOP (RAYMOND & ROUSSET 1995b). La seconde est un
test de significativité des "6 par permutations (1000 permutations) (SOKAL & ROHLF
1995), a l'aide de GENETIX. Dans les deux cas, le seuil de significativité a été ajusté par
une correction de Bonferroni séquentielle (RICE 1989).

Nous avons calculé sous EXCEL™ la régression de la distance de Reynolds [2 = -
In(1-6) ; REYNOLDS, WEIR & COCKERHAM 1983] sur la distance géographique. La
signification statistique de la corrélation entre la matrice des distances de Reynolds et la
matrice des distances géographiques a été testée a ’aide de la procédure MANTEL du
logiciel GENETIX. La valeur d'un paramétre d'association entre les deux matrices, Z
(coefficient de MANTEL 1967), est calculée a partir des données réelles, puis comparée a
la série de pseudo-valeurs obtenues par 5 000 permutations aléatoires de l'ordre d’entrée
des populations dans I'une des deux matrices de distances (voir SOKAL & ROHLF 1995).
S'il n'y a pas de relation entre les deux matrices de distances, la valeur de Z obtenue sur
les données réelles ne s'écartera pas de la distribution des pseudo-valeurs de Z obtenues
aprés permutations. Dans le cas contraire, on rejette I'hypothése nulle d'absence de
corrélation. Nous avons également calculé la régression de ~8 /(1-*6) sur la distance
géographique. Cette régression est positive dans un modele unidimensionnel d’isolement
par la distance (ROUSSET 1997).

Traitement des données de séquence

Les séquences obtenues ont été éditées et alignées manuellement a l'aide du logiciel
ESEE (CABOT & BECKENBACH 1989). Trois méthodes d’inférence phylogénétique ont
été utilisées sur cet alignement. La premiére, dite phénétique, passe par le calcul d'une
matrice des distances par paire, utilisée ensuite pour la reconstruction d'un arbre selon
l'algorithme du Neighbor-Joining (SAITOU & NEI 1987), a l'aide du logiciel MUST
(PHILIPPE 1993). La seconde est basée sur le principe du partage des caracteres dérivés
(synapomorphie), la reconstruction de l'arbre suivant le critére du nombre minimum de
changements d'état des caractéres (parcimonie). Pour cela, nous avons utilisé I'algorithme
heuristique du logiciel PAUP (SWOFFORD 1993). La troisiéme est une méthode
probabiliste qui maximise la vraisemblance de l'arbre par rapport a un modele d'évolution
moléculaire. La reconstruction a été faite a I'aide de la procédure DNAML du logiciel
PHYLIP (FELSENSTEIN 1993) en utilisant les options par défaut qui sont les suivantes :
(1) taux de transition sur transversion = 2 ; (ii) fréquences nucléotidiques obtenues
empiriquement ; (ii1) taux de substitution égaux, quel que soit le type de substitution.

La robustesse des nceuds a €t€ estimée par bootstrap (FELSENSTEIN 1985). Le bootstrap

est une méthode de ré-échantillonnage des sites nucléotidiques par tirage aléatoire avec



La robustesse des nceuds a été estimée par bootstrap (FELSENSTEIN 1985). Le bootstrap
est une méthode de ré-échantillonnage des sites nucléotidiques par tirage aléatoire avec
remise, ce qui correspond a une pondération aléatoire des sites. La valeur de bootstrap
d'un neeud correspond 4 la fréquence de ce nceud dans I'ensemble des arbres inférés a
partir des pseudo-matrices de séquences ainsi obtenues. Les programmes utilisés sont
NJBOOT (logiciel MUST ; PHILIPPE 1993) et l'option BOOTSTRAP de PAUP
(SWOFFORD 1993). Les valeurs de bootstrap de chaque noeud ont été calculées sur 2 000
pseudo-arbres reconstruits & 1’aide de chacun des algorithmes de Neighbor-Joining et de
parcimonie. En raison des temps de calcul énormes qui auraient été nécessaires, la

robustesse de I’arbre de maximum de vraisemblance n’a pas été testée.

RESULTATS

Variabilité du géne du cytochrome b

Un polymorphisme important a pu étre révélé a l'aide de la technique de SSCP : au total
14 haplotypes ont pu étre détectés sur un échantillon total de 238 individus de Nouvelle-
Calédonie amplifiés par PCR au locus du cytochrome b (Figs. 4 et 5 ; Tableau 2).

Un individu est en général caractérisé par un profil de migration a deux bandes.
Toutefois, un certain nombre d'individus présentaient ici quatre bandes. On peut
remarquer sur le premier gel de la figure 4 que l'individu 1, amplifié¢ par PCR deux fois
indépendamment, présente une fois deux bandes (premier puits sur la figure 4 gauche) et
une fois quatre bandes (dernier puits). Ces deux bandes supplémentaires sont présentes
chez d'autres individus du méme gel, plus ou moins intenses par rapport aux bandes
principales. La méme observation peut étre faite sur le deuxiéme gel, avec l'individu 2
(Fig. 4 droite). Ces bandes supplémentaires ont été interprétées comme le résultat de
contaminations légéres de la PCR, ce qui n’est guére étonnant du fait que nous utilisons
des amorces universelles et que d'autres organismes sont actuellement étudiés au
laboratoire a 1'aide de la méme technique. Ces bandes supplémentaires sont révélées sur
les témoins négatifs de la PCR (individu noté "?" sur la figure 4 gauche), lesquels restent
toutefois "blancs" au bromure d'éthidium sur gel d'agarose (cette technique étant
cependant moins sensible que la coloration au nitrate d'argent). Les bandes
supplémentaires, effectivement dues a la contamination, ne seront donc pas prises en
compte dans l'analyse des profils de migration. Ces différents profils sont représentés en
figure 5.

Les fréquences haplotypiques des échantilions sont reportées sur le tableau 3. Les
échantillons de Lifou et des monts Stylaster, K et Aramis sont caractérisés par un méme
haplotype fréquent, a, et présentent plusieurs haplotypes rares. L'échantillon de Grand
Passage differe significativement de ces populations ; en effet, c'est I'haplotype w qui y
est le plus fréquent. La population Astrolabe semble intermédiaire : 1’haplotype a y est



Figure 4 Beryx cf. splendens. Photographies de geis SSCP illustrant le polymorphisme du géne du
cytochrome b. Les noms des alleles figurent au dessous. -, ? contamination

Figure 5 Beryx cf. splendens. Profils de migration sur gel SSCP des 14 haplotypes détectés dans les
échantillons de Nouvelle-Calédonie
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Tableau 2 Beryx cf. splendens. Haplotype et longueur a la fourche (LF) des individus dans six
échantillons de Nouvelle-Calédonie (ND donnée non disponible).

Echantillon, Haplo- LF (cm) Echantillon, Haplo- LF (cm)
Individu type Individu type
Grand Passage Lifou (suite)
1 a 20 62 a 28
2 a 23 63 a? 32
3 a 20 66 a 31
13 w 28 68 a 31
14 w 36 69 a 33
15 w 31 70 a 30
16 w 39 71 a 30
17 w 31 72 w? ND
18 w 34 74 a 35
19 w 33 75 a 32
21 w 36 77 a 37
22 j 34 78 a 30
23 w ND 80 a 32
24 w 40 81 a ND
25 a 39 82 a 32
26 w 34 158 a 43
27 a 25 160 a 27
28 a 29 161 a 31
29 w 31 162 a 26
31 w 24 163 a 28
32 w 22 164 a 29
33 a 25 165 a 23
34 w 23 166 a 27
35 w 28 167 a 30
36 a 28 168 a 27
37 w 26 169 w 23
39 w 32 170 a 29
40 w 27 171 w? 30
41 a 32 172 h 25
42 w 28 173 a 31
43 J 33 174 a 30
44 w 26 175 a 31
45 w 33 176 a 28
177 w 29
Astrolabe 178 a 26
85 a 31 179 a 30
86 a 35 180 a 31
87 w 33 181 a 27
88 a 29 182 a 30
89 a 31
92 j 30 Stylaster
93 w 33 BT94 2 w ND
94 w 29 BT94 3 a ND
95 w 30 BT94 4 w ND
96 u 31 BT94 5 w ND
97 c? 28 BT94 6 a ND
98 a 32 BT94 7 a ND
100 a 34 BT94 8 a ND
101 a 33 BT94 9 a ND
102 a 25 BT94 10 X ND
104 a 37 BT94 11 a ND
105 a 33 BT94 30 a ND
106 a 32 BT94 31 a ND
107 a 28 BT94 32 a ND
108 a 32 BT94 12 w ND
109 a 30 BT94 13 a ND
110 a ND BT94 14 w ND
112 w 38 BT94 15 a ND
113 w? 40 BT94 16 w ND
114 w? 34 BT94 17 a ND
116 w 33 BT94 18 a ND
117 w 32 BT94 19 a ND
118 w 28 BT94 20 a ND
119 a 34 BT94 21 a ND
120 w 32 BT94 22 w ND
BT94 24 w ND
Lifou BT94 25 h ND
58 a 32 BT94 26 a ND
59 w 26 BT94 27 a ND
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Tableau 2 (suite et fin)

Echantillon, Haplo- LF (cm) Echantillon, Haplo- LF (cm)
Individu type Individu type

Stylaster (suite) Mont K (suite)
BT94 28 i ND BT17 40 a ND
BT94 29 a ND BT17 41 a ND
BT94 30 a ND BT17 42 a ND
BT94 31 a ND BT17 43 a ND
BT94 32 a ND BT17 44 a ND
BT94 33 d ND BT17 45 a ND
BT94 34 a ND BT17 46 a ND
BT94 35 a ND BT17 47 a ND
BT94 36 a ND BT17 49 a ND
BT94 37 Ji ND BT17 50 a ND
BT94 38 a ND
BT94 39 y ND Aramis
BT94 40 a ND BT35 1 a ND
BT94 41 k ND BT35 2 a ND
BT94 42 w ND BT35 3 a ND
BT94 43 a ND BT35 4 a ND
BT94 44 a? ND BT35 5 a ND
BT94 45 a ND BT35 6 e ND
BT94 46 a ND BT35 7 a ND
BT94 47 a? ND BT35 8 a ND

BT35 9 a? ND

Mont K BT35 10 a ND
BT17 1 a ND BT35 12 a ND
BT17 2 a ND BT35 13 a ND
BT17 3 a ND BT35 14 a ND
BT17 4 a ND BT35 15 a ND
BT17 5 a ND BT35 16 a ND
BT17 6 a ND BT35 17 a ND
BT17 7 a ND BT35 18 a ND
BT17 8 a ND BT35 19 a ND
BT17 9 c ND BT35 20 a ND
BT17 10 a ND BT35 21 a ND
BT17 11 a ND BT35 22 a ND
BT17 12 a ND BT35 23 a ND
BT17 13 a ND BT35 24 a ND
BT17 14 a ND BT35 25 a ND
BT17 15 a ND BT35 26 a ND
BT17 16 a ND BT35 27 a ND
BT17 17 a ND BT35 28 b ND
BT17 18 I ND BT35 29 a ND
BT17 19 a ND BT35 30 a ND
BT17 20 a ND BT35 31 a ND
BT17 21 J ND BT35 32 a ND
BT17 22 a ND BT35 33 a ND
BT17 23 a ND BT35 34 a ND
BT17 24 a ND BT35 35 a ND
BT17 25 a ND BT35 36 a ND
BT17 26 a ND BT35 37 a ND
BT17 27 i ND BT35 38 a ND
BT17 28 a ND BT35 39 d ND
BT17 29 a ND BT35 40 a ND
BT17 30 a ND BT35 41 a ND
BT17 31 a ND BT35 42 c ND
BT17 32 a ND BT3543 a ND
BT17 33 a ND BT35 44 a ND
BT17 34 a ND BT35 45 a ND
BT17 35 a ND BT35 46 a ND
BT17 36 a ND BT35 47 a ND
BT17 37 a ND BT35 48 a ND
BT17 38 a ND BT35 49 a ND
BT17 39 a ND BT35 50 a ND
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majoritaire mais 1’haplotype w y est tout de méme assez fréquent. La valeur de diversité
génétique, H, ne differe pas significativement entre les populations de Grand Passage,
d'Astrolabe, et de Stylaster, ni entre celles de Lifou, d'Aramis et du Mont K. La différence
est cependant significative entre ces deux ensembles.

Structure géographique

Les valeurs des 7@ par paire de populations sont présentées dans le tableau 4. La
population de Grand Passage se détache nettement de celles de Lifou, Stylaster, Mont K
et Aramis, avec des valeurs de *8 treés significatives (P < 0.001). Entre Grand Passage et
Astrolabe, la différence n'est pas aussi marquée, la valeur de 7@ n'étant pas
significativement différente de O par le test des permutations, quoique significative a 5 %
par le test exact de GENEPOP. Entre Astrolabe et les Monts K et Aramis, les valeurs de
AQ sont trés significatives (P <0.001), mais pas entre Astrolabe et Lifou ni Stylaster.
Entre Lifou, Stylaster, Mont K et Aramis, les 26 ne sont pas significatifs. L'ensemble de
ces résultats nous permet de rejeter 'hypothese que ces 6 populations forment un grand
ensemble panmictique. L'arbre des distances génétiques entre populations (2), non raciné,
est linéaire, Mont K et Grand Passage étant aux deux extrémités. Les autres populations
s'ordonnent dans l'ordre géographique (données non présentées).

La régression entre distance génétique (2) et distance géographique est positive et la
corrélation entre ces deux distances (Tableau 5) est trés forte (test de Mantel : P < 0.05)
(Fig. 6). Cette régression est meilleure que celle obtenue en utilisant la transformée
logarithmique de la distance géographique. Les mémes régressions ont été calculées en
utilisant 28 / (1-*8) (ROUSSET 1997) a la place de la distance de Reynolds et les résultats
(non représentés) sont similaires a ceux obtenus précédemment. Nous observons donc un
cline tres marqué chez cette espéce, avec une augmentation de la distance génétique
d'environ 0.65 2 pour 1 000 km.

Les arbres phylogénétiques inférés a partir des données de séquence (voir ci-apres)
nous amenent a estimer a nouveau les valeurs de 6 entre populations en considérant cette
fois-ci que les échantillons consistent en un mélange d’individus de deux entités
reproductivement isolées (A et W). La valeur du 7 global est alors 28 = -0.005 pour les
populations du clade A, et "8 =-0.002 pour les populations du clade W. Ces deux
valeurs correspondent a une totale absence de différenciation géographique au sein de
chaque clade, a I’échelle de la zone économique de la Nouvelle-Calédonie.

Séquences du géne du cytochrome b

Treize des 14 haplotypes de B. splendens détectés en Nouvelle-Calédonie ont été
séquencés (seul, I'haplotype e n'a pas pu étre séquencé), ainsi que 4 haplotypes détectés
sur 12 individus de Nouvelle-Zélande et 4 haplotypes détectés sur 20 individus du banc
de Galice, tous analysés par SSCP. Enfin, trois des individus de Beryx sp. échantillonnés
a I'fle d’Yeu ont été analysés par SSCP et ceux-ci ont montré un seul haplotype. Deux
cent soixante treize paires de bases du gene du cytochrome b ont pu étre séquencées en
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Tableau 3 Beryx cf. splendens. Fréquences des haplotypes SSCP dans cing échantillons de la zone
économique de la Nouvelle-Calédonie. N taille d'échantillon, H diversité génétique

Haplotype Echantillon
Grand Passage Astrolabe Lifou Stylaster Mont K Aramis

a 0.27 0.57 0.83 0.67 0.90 0.92
b - - - - - 0.02
c - - - - 0.02 0.02
d - - - 0.02 - 0.02
e - - - - - 0.02
h - - 0.02 0.02 - -
i - - - 0.02 0.02
j 0.06 0.03 - 0.02 0.02
k - - - 0.02 -
/ - - - - 0,02
u - 0.03 - - -
w 0.67 0.37 0.15 0.18 - -
X - - - 0.02 - -
y - - - 0.02 - .
N 33 25 40 43 49 48
H 0.49 0.54 0.29 0.48 0.20 0.23

(écart-type) (0.08) (0.06) (0.07) (0.08) (0.08) {0.08)

n.

Tableau 4 Beryx cf. splendens. Valeurs estimées des 6 par paire de populations. ™ non significatif, -

significatif au seuil 0(=5%, ™ significatif au seuil 0=1%o, aprés ajustement de Bonferroni séquentiel (RICE
1989)

Astrolabe Lifou Stylaster Mont K Aramis
Grand Passage 0.153 0.423 0.318 0.559 0.526
Astrolabe 0.070™ 0.027"™ 0.208 " 0.175
Lifou -0.001™ 0.024" 0.007"™
Stylaster 0.052" 0.035™
Mont K -0.013"™

Tableau 5 Beryx cf. splendens. En haut : matrice des distances génétiques 2 = -In(1-6) (REYNOLDS, WEIR &
CoCKERHAM 1983) ; en bas : distances géographiques (en km) par paire de populations

Grand Astrolabe Lifou Stylaster Mont K Aramis
Passage

Grand Passage 0.166 0.550 0.383 0.818 0.747
Astrolabe 310 0.080 0.027 0.233 0.192
Lifou 440 130 -0.001 0.024 0.007
Stylaster 800 530 400 0.054 0.036
Mont K 1080 790 650 310 -0.013
Aramis 1040 780 650 250 180
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Figure 6 Beryx cf. splendens. Régression linéaire de la distance génétique 2 =-In(1-6) (REYNOLDS, WEIR
& COCKERHAM 1983) sur la distance géographique (test de Mantel, 5000 permutations, P < 0.05)

Tableau 6 Beryx cf. splendens. Matrice des distances nucléotidiques (%) par paires d’haplotypes (77 ;
NEI 1987) échantillonnés dans la zone économique de la Nouvelle-Calédonie (a, d, h, i, j, k, |, u, w, x, )
et comparaison avec I'haplotype de Beryx sp. du Golfe de Gascogne (Atl.)

All. a d h i J k / u w X
a 7.353
d 7.380 0.735
h 7.011 1.103 0.738
i 6.667 0.738 0.370 0.000
J 7.807 4.461 5.224 5.697 5.243
k 7.865 2.239 2.247 2.622 2.256 5.682
! 6.716 0.372 0.373 0.746 0.373 4.906 1.887
u 6.667 0.741 0.743 1.111 0.746 5.243 2.264 0.376
w 8.487 4.797 5.556 5.926 5.576 1.119 6.015 5.243 5.576
X 7.353 1.471 1.476 1.845 1.481 5.204 2.996 1.119 1.481 6.273
y 7.353 0.733 0.735 1.103 0.738 5.204 2.239 0.372 0.741 5.535 1.471
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111 11 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555
123 456 789 012 345 678 901 234 567 880 123 456 789 012 345 678 901 234 567

Atl NNS CAA ATT CTT ACA GGA CTT TTC CTA GCC ATA CAC TAT ACC TCT GAC ATC GCC ACC

a ..C ..C ..C ..C ..C .. T

d ..C .C ..C ..C ..C ..T

h ..C ..C ..C ..C ..C ..T

i ..C ..C ..C .. ..C (o3 ..T

j ..C ..C T. ..C ..T

Kk ..C ..C ..C [o] ..T

/ ..C . (o] N ..C (o} ..T

u ..C ..C (o] B .. ..C (o] ..

w ..C ..C .. T.. ..C .T

X ..C ..C ..C ..C ..C .T

y ..C ..c ..C ..C ..C .T

bgd ..C ..C ..C ..C ..C .T

nz1 ..C ..C ..C ..C ..C .T

111 11 111 11 111 11

556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 000 O11 111
890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234

At GCC TTC TCA TCA GTA GCC CAC ATC TGC CGG GAC GWA AAC TAC GGA TGA CTG ATC CGA

a . LA .T .T. ..A

d ..A T .T. ..A

h ..A D.T .T. ..A

i ..A ..T .T. ..A

j ..A V. .BN v ..A

k G ..A .T .T. ..A

! LA ..T .T. ..A

u ..A V.T LA

w ..H ..T .C. . . A

X .. ..A .G ..A

y .G ..A T .T. ..A

bg4 ..A T .T. ..A

nz1 ..A T .T. N ..A
11 11 111 1 111 111 111 11 11 111 111 111 111 11 1M1 11 11 111 111
111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677
567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 91

Al AAC CTG CAC GCC AAC GGA GCA TCC GTC TTC TTC ATC TGC ATT TAC ATG CAC ATC GGC

a LA ..T ..T ..C . A

d ..A ..T ..T ..C ..A

h ..A ..T ..T ..C ..A

i ..A ..T ..T ..C ..A .

j ..A ..T ..A ..A T ..T

Kk ..A ..T ..T (o] LA

/ ..A ..T ..T ..C ..A

u ..A ..T .. T (o] ..A ..

w ..A .. T ..A WA .T T

X ..A ..T ..T C.. ..C ..A

y ..A LT ..T ..C ..A

bg4 ..A  ..T ..T ..C ..G

nz1 ..A .7 .. T ..C ..A

111 111 111 111 111 111 1117 11 111 122 222 222 222 222 222 222 222 222 222

777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222
234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 8390 123 456 789 012 345 678
Al CGA GGA CTA TAC TAC GGC TCC TAC CTC TAT AAA GAA ACC TGA AAC ACC GGA GTA GTT
a .o e . ..A - .. ..C
d ..A N.. .G ..C
h ..A .. ..C ..C
i ..A W. ..K ..C
j ..A c A.C
k C ..M M R B.C
I ..A w R .C
u . A ..C
w ..A (o} A.C
X ..A ..C
y N ..A .o ..C
bg4 W.. ..A .. W ..C
nz1 ..A N N ..C
222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222
233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777
901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123
At CTA CTC CTG CTA GTA ATA ATA ACC GCT TTC GTA GGC TAT GTT CTT
a A . G ..C LA
d ..A ..C ..A
h ..C ..A
i .. .. ..C  ..A
j .. ..A .. .G T ... L..A
Kk M. . ..A A.T .. ..C ..A
I ..A ..C ..A
u LA .. ..C ..A e
w ..A .G T N ..A ..C
X ..A - ..C ..A
bgd ... ... ... ... ... ... ..M ... XYY NN NNN NNN NNN NNN NNN
nz1 . A .. (o ..A

Figure 7 Beryx cf. splendens. Séquences partielles de 11 haplotypes de Nouvelle-Caiédonie (a, d, h, i, j, k, I, u, w,
x, ¥), d'un haplotype du banc de Galice (bg4) et d’'un haplotype de la ride de Chatham (nz ), comparées a celle de

I'haplotype de Beryx sp. échantillonné dans le Golfe de Gascogne (Aff). Ambiguités : M=AouC,R=Aou G, W=

AouT, K=GouT,V=AouCouG, H=AouCouT, D=AouGouT,B=CouGouT,N=AouCouGouT,S
=CouG,Y=CouT
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totalité ou en quasi-totalité pour 11 haplotypes de Nouvelle-Calédonie, un haplotype de la
ride de Chatham, un haplotype du banc de Galice, et I’haplotype unique de Beryx sp. du
Golfe de Gascogne (Fig. 7). Les haplotypes b et ¢ de Nouvelle-Calédonie ne sont pas
représentés en figure 7 pour la raison que leurs séquences partielles sont identiques a celle
de I’haplotype y. Nous observons que les 16 séquences s'alignent parfaitement et qu’il n'y
a aucune insertion ni délétion.

Les distances nucléotidiques (NEI 1987) ont été estimées pour toutes les paires
d’haplotypes de Nouvelle-Calédonie (Tableau 6). Les topologies des arbres inférés a
’aide des algorithmes de Neighbor-Joining, de parcimonie et de maximum de
vraisemblance, sont similaires. La figure 8 présente l'arbre de Neighbor-Joining, non
raciné, des haplotypes de Beryx splendens échantillonnés en Nouvelle-Calédonie et de
I'haplotype de Beryx sp. du Golfe de Gascogne. Tout comme les deux autres, cet arbre
présente deux clades bien soutenus chez B. splendens, I’un (W) comprenant les
haplotypes w et j et l'autre (A), les haplotypes a, d, h, i, k, I, u, x et y. Dans ce demnier
clade, les branches sont courtes et les relations entre haplotypes sont mal résolues. Les
deux clades sont séparés par une distance correspondant a 4.0 - 6.2 % de divergence
nucléotidique.

Cette topologie d’arbre et ces valeurs de divergence nucléotidique sont trés
inhabituelles, sinon inconnues a I’échelle infra-spécifique chez les poissons marins (voir
p. ex. GRANT & BOWEN 1998). Avant d’engager une discussion des interprétations
possibles de telles données, il convient de s’assurer que les fragments d’ADN amplifiés
sont bien de I’ADNmt et non des pseudo-génes insérés dans le génome nucléaire (A.J.
BAKER, A. MEYER, communications personnelles), comme cela a pu étre observé chez
certains vertébrés (LOPEZ ef al. 1994 ; COLLURA & STEWART 1995 ; SORENSON &
FLEISCHER 1996 ; GREENWOOD & PAABO 1999). Sous I’hypothése qu’un des deux clades
observés serait en fait un pseudo-géne, on s’attend a ce que ’accumulation des mutations
s’y soit faite au hasard, c’est-a-dire en échappant aux contraintes liées a I’expression d’un
géne mitochondrial et au maintien de sa fonctionnalité. Parmi ces contraintes, il y a la
nécessité de respecter le code génétique de ’ADNmt (lequel est partiellement différent du
code génétique nucléaire), I’absence d’insertions ou de délétions, I’absence de codons de
fin de transcription (codons-stops) et une fréquence plus élevée des mutations synonymes
que des mutations conduisant a un changement d’acide aminé. Au passage, on peut se
demander pourquoi ce pseudo-géne serait amplifié, et lui seulement, chez certains
individus et pas d’autres, et pourquoi il y aurait un gradient géographique marqué dans la
présence de ce pseudo-geéne. Toutes les séquences ont été traduites a l'aide du logiciel
MEGA (KUMAR, TAMURA & NEI 1993) en utilisant le code génétique mitochondrial de
la drosophile. Aucun codon-stop n'est présent et la majorité des mutations sont en
position 3 du codon, c’est-a-dire qu’elles ne modifient pas (mutations synonymes), ou
rarement, la séquence d’acides aminés de la protéine. Nous pouvons donc rejeter

I”hypothese du pseudo-géne.



Polymorphismes anonymes (DALP)

Les données obtenues a I’aide de 5 paires d’amorces DALP consistent en des patterns de
présence / absence de produit d’amplification d’une longueur donnée, ou bien en des
polymorphismes de longueur pfésumés, pour 25 individus d’haplotype mitochondrial de
type a (dont deux ont été analysés avec les 5 paires d’amorces, 5 avec les amorces
DALP231, DALP232 et DALP233, et 18 avec les amorces DALP234 et DALP241) et 10
individus d’haplotype mitochondrial de type w (dont 3 analysés avec les 5 paires
d’amorces, et 7 avec les amorces DALP234 et DALP241) (voir Fig. 9). Les résultats de
polymorphisme DALP sont résumés au tableau 7. Sur 20 locus DALP présumés, quatre
seulement présentent des polymorphismes partagés entre les individus de type a et ceux
de type w, dont deux seulement se traduisent par ’occurrence de phénotypes identiques

dans les échantillons d’individus de chacun des deux types.

DISCUSSION

La phylogénie des haplotypes du gene du cytochrome b chez Beryx splendens des monts
sous-marins de Nouvelle-Calédonie montre l'existence de deux lignées mitochondriales
distinctes, séparées 'une de 1’autre par une divergence nucléotidique de 4 % a 6 %. En
faisant 'hypothése d'une horloge moléculaire avec un taux de divergence nucléotidique
de 0.5 % a 2 % par million d'années (MA) (AVISE, WALKER & JOHNS 1998), ces deux
lignées mitochondriales pourraient avoir divergé il y a 2 MA a 12 MA. En fait, B.
splendens, étant une espéce poikilotherme d’habitat froid, & temps de génération long
(LEHODEY & GRANDPERRIN 1996 ; LEHODEY, GRANDPERRIN & MARCHAL 1997), a
croissance lente (GAULDIE 1995 ; LEHODEY & GRANDPERRIN 1996 ; ANIBAL et al. 1998)
et présumément & métabolisme lent, présente toutes les caractéristiques des vertébrés dont
I’ADN mitochondrial évolue particuliérement lentement (MARTIN & PALUMBI 1993 ;
RAND 1994). Ainsi, la borne inférieure du taux de divergence moléculaire proposé par
AVISE, WALKER & JOHNS (1998), soit 0.5 % / MA, pourrait €tre encore supérieure a la
réalité. La présence en sympatrie de deux lignées mitochondriales phylogénétiquement
distantes conduit a envisager deux hypothéses : (1) le mélange dans les échantillons de
deux especes jumelles, ou (2)la remise en contact récente de populations
géographiquement séparées au cours des temps géologiques (SOLIGNAC et al. 1995).

Hypotheése (1) : espéces jumelles

Par espéces jumelles, on entend : especes biologiques, morphologiquement identiques ou
suffisamment semblables pour avoir été réunies par la taxonomie au sein d’une seule
espéce morphologique (MAYR 1942). L’existence d’espéces jumelles est un fait

d’observation courante chez les organismes marins, en particulier les organismes de



Atl.

Figure 8 Beryx cf. splendens. Arbre de Neighbor-Joining (NJ), non raciné, des séquences de 11 haplotypes
de Nouvelle-Calédonie, et de I'haplotype de Beryx sp. du Golfe de Gascogne (Afl.). Les chiffres pour un
noeud donné indiquent les proportions (en %) d’arbres montrant ce nceud sur 2000 arbres inférés
(caractéres droits : NJ ; italiques : parcimonie) aprés rééchantillonnage aléatoire (bootstrap) des sites
nucléotidiques. Seuls les scores de bootstrap > 60% sont présentés. Le trait d’échelle représente 1% de
divergence nucléotidique

Tableau 7 Beryx cf. splendens. Polymorphismes de longueur anonymes (nombre de bandes d'une
longueur donnée aprés migration, dans un gel de polyacrylamide dénaturant, des produits de réaction PCR)
observés chez les individus dont I'extrait d'ADN total a été amplifié & 'aide de 5 paires d’amorces DALP, et
présentés en fonction de leur haplotype au locus du cytochrome b (a ou w). Au total, 20 bandes ou niveaux
de bande suffisamment intenses ont été retenus, dont 16 sont diagnostiques de I'un ou l'autre haplotype et
4 sont partagés. Les données brutes correspondantes sont rassemblées en figure 9

Phénotypes observés Paire d'amorces PCR

DALP231 DALP232 DALP233 DALP234 DALP241

Monomorphismes de longueur :

présents chez a uniquement - 1 2 2 1

présents chez w uniquement 1 2 2 - -

partagés - - - - -
Polymorphismes de longueur :

présents chez a uniquement - - 1 1 -

présents chez w uniquement - - 2 1 -

partagés - - 1 3 -
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Figure 9 Beryx cf. splendens. Représentation schématique et synthétique des profils de
migration sur gel de polyacrylamide des produits d’amplification de 'ADN génomique total
obtenus avec 5 paires d’amorces DALP (DALP 231, 232, 233, 234 et 241). Les numéros en
téte du schéma sont ceux des individus (voir Tableau 2) ; les cotes sur la gauche indiquent
les distances de migration (en mm) a partir de la ligne de chargement du gel.
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profondeur (KNOWLTON 1993 ; CREASEY & ROGERS 1999). L’isolement reproducteur
entre deux espéces biologiques peut résulter de mécanismes pré-zygotiques (décalage des
dates de ponte, ségrégation des habitats au moment de la reproduction, barriéres
comportementales, non-reconnaissance des gamétes) ou post-zygotiques (sélection contre
les descendants hybrides). Dans ce dernier cas, I’isolement est incomplet mais le maintien
a long terme de deux entités biologiques distinctes suppose que la valeur sélective des
hybrides est inférieure a celle des types parentaux.

Selon cette premiére hypothése, I’observation d’un cline des fréquences haplotypiques
(Fig. 6) traduirait un cline de présence / absence des deux especes (appelons-les
provisoirement Beryx cf. splendens sp. A et B. cf. splendens sp. W). Ce cline pourrait
correspondre a une zone de contact, peut-étre une zone d’hybridation le long d’un habitat
(ride océanique) grosso modo orienté Nord-Sud. Le gradient Nord-Sud observé pourrait
cependant masquer un gradient de la profondeur moyenne d’échantillonnage, difficile a
mettre en évidence du fait que les seules données dont nous disposons sont les
profondeurs minimale et maximale de la pose de la palangre et du trait de chalut de fond
(Tableau 1). Le gradient géographique des fréquences des haplotypes caractéristiques des
deux espéces serait alors artéfactuel, et les deux espéces pourraient étre considérées
comme Sympatriques, mais non syntopiques, chacune ayant son preferendum
bathymétrique, au moins durant la période de reproduction. L’une des deux espéces (B.
cf. splendens sp. W) a été échantillonnée en Nouvelle-Calédonie exclusivement, en
particulier dans le Nord de la zone prospectée. Cette espéce est caractérisée au locus du
cytochrome & par ’haplotype w ou par I’haplotype j, qui différe du premier par deux
substitutions nucléotidiques (sur 273 pb). L’autre espéce, B. cf. splendens sp. A, a été
échantillonnée en Nouvelle-Calédonie, sur la ride de Chatham au large de la Nouvelle-
Zélande, et sur le banc de Galice dans I’ Atlantique Nord-Est. Cette espéce est caractérisée
par I’haplotype a ou par I’un des nombreux variants qui lui sont apparentés (¢, d, h, i, k, I,
u, x, y, bg4, nzl; Fig. 7). Aucune hétérogénéité dans la distribution des fréquences
alléliques n’a été observée, au sein de chaque espece, a I’échelle de la zone économique
de la Nouvelle-Calédonie. La divergence nucléotidique de B. cf. splendens sp. A observée
a I’échelle inter-océanique est du méme ordre que la divergence observée a 1’échelle
locale. La similarité de séquence entre 1’haplotype bg4 échantillonné en Atlantique et les
autres haplotypes du clade A, échantillonnés en Nouvelle-Zélande et en Nouvelle-
Calédonie (Fig. 7), suggére que les populations de B. cf. splendens sp. A ont une histoire
commune récente a I’échelle inter-océanique et implique un niveau de flux génique élevé
a cette échelle géographique. Le maintien d’une telle homogénéité génétique a I’échelle
mondiale est un résultat significatif, si I’on excepte les exemples d’introductions
volontaires (especes élevées ou cultivées) ou involontaires, en liaison avec le
développement des transports aérien et maritime (moustique Culex pipiens : RAYMOND et
al. 1991 ; moule Mytilus galloprovincialis : MCDONALD & KOEHN 1988 ; GELLER,
CARLTON & POWERS 1994). Notons cependant que quelques-uns des poissons de
profondeur ayant fait I’objet d’études génétiques de leurs populations présentent des
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caractéristiques similaires a I’espéce B. cf. splendens sp. A, a savoir une remarquable
homogénéité génétique a I’échelle inter-océanique (grenadier Coryphaenoides armatus :
WILSON & WAPLES 1984 ; empereur Hoplostethus atlanticus : ELLIOTT, SMOLENSKI &
WARD 1994). '

Selon la taxonomie actuelle, le genre Beryx Cuvier, 1829 comprend deux especes, B.
decadactylus Cuvier, 1829 et B. splendens Lowe, 1834, toutes deux a répartition
mondiale (BUSAKHIN 1982 ; HEEMSTRA 1986 ; FROESE & PAULY 1995). La taxonomie
existante refléte notre perception des distances morphologiques entre échantillons
(souvent réduits a quelques types conservés empaillés ou dans le formol !) or il est fort
possible que la distance morphologique entre especes au sein des Berycidae soit bien plus
faible que chez d’autres groupes. En effet, cette famille est connue pour son extréme
conservatisme morphologique (le genre Beryx est ainsi connu depuis le Crétacé), qui
pourrait refléter un ajustement trés précis a des conditions écologiques restées stables au
cours des temps géologiques (WILLIAMS 1992). Nos résultats améneraient ainsi a la
révision de la taxonomie de B. splendens en reconnaissant que ce taxon renferme au
moins deux espéces biologiques.

Les données de divergence nucléotidique (Tableau 6) montrent que la distance
moléculaire entre I’haplotype de Beryx sp. échantillonné dans le Golfe de Gascogne et
I’'une ou l’autre des lignées mitochondriales échantillonnées en Nouvelle-Calédonie
(environ 7 % a 9 %) est du méme ordre que la distance qui sépare ces deux derniéres.
Sous I’hypotheése, toujours, de I’existence sympatrique de deux espéces jumelles de Beryx
cf. splendens en Nouvelle-Calédonie, cette observation nous conduit a admettre que
I’espéce échantillonnée dans le Golfe de Gascogne serait elle-méme différente. Le Beryx
sp. échantillonné dans le Golfe de Gascogne pourrait étre B. decadactylus, ou bien une
espéce de Beryx inconnue a ce jour, mais il ne peut s’agir d’aucune des deux espéces de
B. cf. splendens échantillonnées en Nouvelle-Calédonie.

Hypothése (2) : une seule espeéce trés structurée

La seconde hypothése est qu’une seule espéce serait présente en Nouvelle-Calédonie et
que la phylogénie dichotomique traduirait la remise en contact récente (eu égard au pas
de temps nécessaire a 1’équilibre mutation / dérive) de deux lignées mitochondriales qui
auraient divergé par isolement géographique. (2.1) Sous I’hypothése supplémentaire que
la distribution géographique des fréquences haplotypiques refléte 1’état d’équilibre entre
flux génique et dérive génétique, le cline abrupt observé signifierait soit un taux de
migration efficace extrémement réduit, soit des tailles efficaces de population
extrémement faibles, soit les deux. (2.2) Dans le cas inverse, la remise en contact des
deux lignées mitochondriales serait trop récente par rapport au temps nécessaire pour
atteindre 1’équilibre migration / dérive, et il faudrait alors admettre que la zone

échantillonnée coincide précisément avec la zone de contact entre les deux lignées.
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Bien qu’il soit impossible, sur la seule base des données mitochondriales, de rejeter
I’hypothése (2) et I’une ou I'autre de ses implications selon que 1I’équilibre migration /
dérive est établi ou non, celles-ci sont peu étayées comme il est montré dans ce qui suit.

11 est important de noter que chez Beryx splendens, I'échelle des différences génétiques
est de l'ordre de quelques centaines de km. Chez les espéces marines a longue phase
larvaire et présentant ce type de différence croissant avec la distance, le taux de
divergence est bien moindre. Ainsi, chez la sole Solea vulgaris, la valeur estimée de 2
augmente linéairement avec la distance géographique, a raison de 0.01 pour 1 000 km de
la Manche a la Mer Egée (KOTOULAS, BONHOMME & BORSA 1995 ; BORSA et al. 1997).
Chez les populations insulaires du poisson-chirurgien Acanthurus triostegus des lles de la
Société et des Tuamotu-Gambier (Polynésie francaise), 2 tend a augmenter avec la
distance inter-iles a raison de 0.03 pour 1000 km (PLANES et al. 1994). Chez le flet
atlantique, Platichthys flesus flesus, la valeur estimée de 2 augmente de 0.008 tous les
1 000 km (BORSA, BLANQUER & BERREBI 1997 ; P. BORSA, données non publiées). La
méme approche, utilisée chez les bivalves Ostrea edulis et Ruditapes decussatus aboutit a
des résultats semblables (SAAVEDRA er al. 1993 ; BORSA et al. 1994 ; LAUNEY 1998 : P.
BORSA, données non publiées). Ces études ont toutefois porté sur les données de
fréquences alléliques a des locus nucléaires (allozymes et microsatellites). A notre
connaissance, les seules données équivalentes a partir de marqueurs mitochondriaux ont
été publiées chez 'étoile de mer Linckia laevigata, espece dont la phase larvaire,
pélagique, est de durée comparable a celle de Beryx splendens (de I'ordre du mois). Chez
cette espece, la différenciation génétique croit avec la distance géographique 2 raison de
0.03 2pour 1 000km (WILLIAMS & BENZIE 1998).

Chez Beryx splendens, I’augmentation de 2 est de ~0.4 pour 600 km : la pente du
cline géographique des fréquences alléliques est d’un ordre de grandeur dix a cent fois
supérieur a celui des especes citées ci-dessus. L’hypothese (2.1) de I'isolement par la
distance est donc difficile & admettre pour cette raison, mais aussi parce qu’elle est
incompatible avec le tres faible taux de divergence nucléotidique observé dans I’un des
deux clades (le clade A) entre haplotypes du cytochrome b échantillonnés aux antipodes
(p. ex. les haplotypes i et bg4 de la Fig. 7).

L’ hypothése (2.2) selon laquelle le cline des fréquences haplotypiques constituerait un
état transitoire suppose que I’étude a été entreprise a ’endroit méme de la remise en
contact, et que cette dernieére est trés récente. Dans quelques cas bien documentés
d’expansion des aires de distribution d’espéces marines, on peut estimer que la vitesse de
colonisation est de I’ordre de 10-100 km/génération (PALMER & STRATHMANN 1981), ce
qui est trés rapide et rend ’hypothese (2.2) d’autant moins vraisemblable.

Apport des marqueurs nucléaires

L’analyse génotypique a un ou plusieurs locus nucléaires permettrait de départager les
scénarios en concurrence. Selon 1’hypothese (1) (deux espéces biologiques), on s’attend a
ce que les génotypes nucléaires ne soient pas répartis au hasard dans ’une ou 1’autre des
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deux classes (A ou W) définies en fonction de I’haplotype mitochondrial, et que les
individus présumés hétérozygotes entre alléles fixés dans 1’un ou 1’autre type soient
absents ou rares. Selon I’hypothese (2.1), on s’attend a ce qu’il n’y ait & I’échelle locale
aucune corrélation entre génotype nucléaire et haplotype mitochondrial et que les
fréquences génotypiques nucléaires soient conformes aux attendus du modele de Hardy-
Weinberg. Selon I’hypothese (2.2), I’équilibre migration / dérive n’est pas encore atteint,
et on s’attend a observer un gradient de déséquilibres [de Hardy-Weinberg, génotypique
(WEIR 1990), nucléo-cytoplasmique (ASMUSSEN & ARNOLD 1991)] paralléle au cline des
fréquences haplotypiques.

Les données de polymorphisme DALP tendent & confirmer que les deux lignées
mitochondriales de B. cf. splendens correspondent bien a deux espéces reproductivement
isolées. Sous la réserve que les fragments d’ADN amplifiés par les DALP sont bien
d’origine nucléaire, le déséquilibre de liaison total entre haplotypes et marqueurs DALP
(ceci a un certain nombre de locus DALP présumés) signifie qu’il n’y a aucune
recombinaison entre ces marqueurs conformément aux attendus de 1’hypothese (1) ci-
dessus, et contrairement a I’hypothése (2).

Conclusion

L’identification de deux espéces au sein de Beryx cf. splendens aura des implications
évidentes sur la systématique et la taxonomie du genre Beryx. La gestion de sa pécherie
dans la zone économique de Nouvelle-Calédonie et peut-étre ailleurs dans le monde devra
prendre en compte ces nouvelles données.

Aucune hétérogénéité n’a pu étre détectée a I’échelle régionale entre populations au
sein de chacune des deux espéces, mais les tailles d’échantillon sont probablement
insuffisantes pour détecter de faibles niveaux de différenciation géographique. L’espéce
Beryx cf. splendens sp. A présente peu de différences entre séquences échantillonnées aux
antipodes, ce qui est synonyme de flux génique a I’échelle inter-océanique et concorde
avec ’absence de différenciation a I’échelle régionale.

Nous envisageons maintenant (i) de décrire a nouveau les deux especes de Beryx cf.
splendens a partir de leurs caractéristiques génétiques (p. ex. leur haplotype au locus du
cytochrome b), (i) de rechercher des criteres morphométriques diagnostiques pour
I’identification de chaque espece, (iii) d’approfondir I’étude génétique des populations
dans la zone de sympatrie entre les deux espéces en utilisant des marqueurs nucléaires.
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