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ARN : acide ribonucléique 
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ARNr : ARN ribosomal 
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ARN 16S : gène mitochondrial codant l’ARNr 16S 

av. J.-C. : avant Jésus-Christ 

BP : before present (âge en prenant 1950 comme référence) 

C : cytosine 

CITES : Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna 
and Flora (convention sur le commerce international des espèces de faune et de 
flore sauvages menacées d’extinction) 

CMH : Complexe Majeur d’Histoincompatibilité 

COX (1, 2, 3) : gènes mitochondriaux codant les sous-unités 1, 2 et 3 de la 
cytochrome oxidase 

Cyt b : gène mitochondrial du cytochrome b

Dlo5’ : fragment de 250 bp (209 sans les amorces) de la région de contrôle des 
esturgeons, amplifié avec les amorces HétéroI et HétéroII. 



Dloop : portion de la région de contrôle de l’ADNmt (par abus de langage dans le 
texte, Dloop est souvent utilisé comme synonyme de région de contrôle de l’ADNmt) 

G : guanine 

IGB : Institut für Gewässerökologie und Binnenfischei in Berlin (Institut d’Ecologie 
aquatique et des Pêches de Berlin) 

Indel : insertion-délétion dans une séquence ADN 

IUCN : International Union for Conservation of Nature (Union Internationale pour la 
Conservation de la Nature) 

kb : milliers de paires de bases 

ka : milliers d’années 

LGM : Late Glacial Maximum (dernier maximum glaciaire, 30-25 ka BP) 

Ma : millions d’années 

NADH (1 à 6) : gènes mitochondriaux codant les sous-unités 1 à 6 de la NADH 
déshydrogénase

Ne : taille efficace d’une population (correspond au nombre de reproducteurs) 

pb : paires de bases 

PCR : Polymerase Chain Reaction (récation de polymérisation en chaîne) 

qPCR : PCR quantitative ou en temps réel 

Py : base pyrimidique

T : thymine 

Taq ou Taq polymérase : ADN polymérase de la bactérie thermophile Thermus 
aquaticus (plus ou moins modifiée), utilisée pour répliquer l’ADN lors des PCRs. 



TITRE
Organisation génétique des populations d’esturgeon européen Acipenser sturio : passé, présent, futur. 

RÉSUMÉ
L’esturgeon européen Acipenser sturio (Linnaeus, 1758) était un poisson commun de nos fleuves 
jusqu’au début du 20e siècle. Toutes ses populations sont maintenant éteintes sauf une qui survit 
dans le bassin Gironde-Garonne-Dordogne en France. Les données disponibles sur l’espèce 
restent très partielles car elles proviennent quasi exclusivement de cette population relictuelle. Au 
cours de cette thèse, plus d’une centaine d’échantillons anciens d’esturgeons – restes 
archéologiques ou spécimens naturalisés conservés dans les muséums d’histoire naturelle – ont 
été analysé grâce aux méthodes de la paléogénétique. Ces analyses génétiques ont été réalisées 
sur l’ADN mitochondrial (surtout la Dloop) ainsi que sur cinq loci microsatellites qu’il a été 
nécessaire d’adapter aux méthodes d’étude de l’ADN ancien. Les données paléogénétiques 
obtenues ont permis d’étudier : 1) les relations de l’esturgeon européen avec les autres espèces 
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d’esturgeon européen au cours du temps – la population du Rhône –, d’une période où elle était 
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AVANT PROPOS

 Cette thèse compte quatre parties et comprend six annexes. Les références 

aux annexes dans le texte sont ponctuelles, limitant les allers-retours au minimum.

Chaque partie (sauf la partie IV de conclusion) est précédée d’un résumé en 

français et en anglais. 

 Cette thèse inclut trois articles rédigés (articles n°1 et n°2 dans le chapitre II, 

article n°6 dans l’annexe 6) dont un accepté dans Journal of Fish Biology (article 

n°1). Trois autres articles (articles n°3, n°4 et n°5 ; chapitre III) sont en préparation ; 

les brouillons ne sont pas présentés mais les résultats correspondants ont été inclus 

dans le manuscrit en français. Ces trois articles sont susceptibles d’être 

ultérieurement fusionnés en deux articles ou même en un seul. 
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RESUME :
Les esturgeons forment un groupe ancien de Vertébrés dont l’origine remonte 

au Jurassique, il y a plus de 150 Ma. Toutes les espèces d’esturgeons sont classées 

sur la liste rouge IUCN des espèces menacées. L’esturgeon européen A. sturio ne 

fait pas exception puisqu’il est au bord de l’extinction. Une seule population subsiste 

actuellement en Gironde, contre plusieurs dizaines auparavant à travers l’Europe.  

La paléogénétique permet d’analyser l’ADN contenu dans les restes 

biologiques anciens. Une multitude d’applications de cette nouvelle discipline 

existent, incluant la génétique des populations disparues. Les informations apportées 

par la paléogénétique peuvent être utile à la conservation des espèces ou 

populations actuelles, en mettant en lumière les événements passés. 

L’objectif de cette thèse est d’appliquer la paléogénétique au cas de 

l’esturgeon européen, afin de documenter l’histoire évolutive de l’espèce et d’en tirer 

des informations utiles pour la conservation de la dernière population restante et plus 

généralement pour la conservation des esturgeons. 

ABSTRACT:
 Sturgeons constitute a very old group of Vertebrates which originated in the 

Jurassic, more than 150 Mya. All sturgeon species are listed on the IUCN red list of 

endangered species. The European sturgeon A. sturio is no exception as it is on the 

edge of extinction. Only one population remains in the Gironde, where dozens 

formerly existed across Europe. 

 Paleogenetics opens the access to DNA preserved in ancient biological 

remains. Applications of this relatively new discipline are numerous, including 

genetics of extinct populations. Shedding light on past evolutionary and demographic 

events can help to the conservation of current species or populations. 

 The aim of this thesis is to apply paleogenetics methodologies to the case of 

the European sturgeon, in order to gather informations about the evolutionary history 

of the species which can be helpful for the conservation of the last remaining 

population and more generally for the conservation of sturgeons. 
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I- INTRODUCTION GENERALE : ESTURGEONS, BIOLOGIE DE LA 

CONSERVATION ET PALEOGENETIQUE

I-A PREAMBULE

I-A-1 BIAIS DE REPRESENTATIONS

Les Primates, dont l’Homme fait parti, sont des animaux visuels par 

excellence. Nous ignorons donc bien souvent ce qui ne se voit pas, et nous 

accordons souvent une importance disproportionnée aux choses qui nous sont 

familières ou qui nous impressionnent.  

Ainsi parmi les êtres vivants, les microorganismes ne font l’objet de l’intérêt 

que des scientifiques, des industriels et de quelques amateurs éclairés, alors que les 

animaux se taillent la part du lion. Et en parlant de lion, c’est bien entendu les 

Mammifères qui sont au centre de notre intérêt puisqu’ils constituent la majorité des 

animaux qui nous sont « visibles ». Les premiers animaux qu’un enfant saura 

nommer seront ainsi souvent le chien, le chat, l’éléphant ou l’ours... rarement le 

hanneton ou la limace. Au jeu de la popularité, les animaux « non visibles », tels que 

ceux qui vivent sous la terre, sous l’eau ou bien la nuit, sont désavantagés. Il en est 

ainsi des Poissons (au sens large d’animaux aquatiques à nageoires et branchies), 

qu’on ne voit que rarement – dans les eaux claires, dans les aquariums ou dans le 

filet des pêcheurs. Un proverbe africain dit d’ailleurs avec raison que « parce qu’il vit 

dans l’eau, lorsqu’il pleure on ne voit pas les larmes du poisson ».

 Ce biais de représentation - je le vois c’est important, je ne le vois pas ça 

n’existe pas - a de fâcheuses conséquences en ce qui concerne l’inventaire et la 

conservation de la biodiversité. A notre époque qualifiée de sixième extinction de 

masse (Leakey & Lewin 1995 ; Glavin 2007 ; Wake & Vredenburg 2008), l’extinction 

ou la menace d’extinction d’un Mammifère nous préoccupe beaucoup plus que dans 
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le cas d’un Amphibien, d’un Poisson ou d’un Insecte (sauf en cas d’espèce « utile » à 

l’Homme). Plusieurs dizaines d’espèces de Mollusques et plusieurs centaines 

d’espèces d’Insectes disparaissent sans doute chaque année (Dunn 2005 ; Regnier

et al. 2009), mais ces disparitions passent presque inaperçues à côté de la menace 

qui pèse sur certaines des 5 487 espèces de Mammifères (Schipper et al. 2008), tels 

le guépard ou le rhinocéros. Les efforts de conservation sont donc très concentrés 

sur quelques taxons – utiles à l’homme ou agréables à regarder – et sont très dilués 

voire inexistants pour tous les autres. 

Concernant les Poissons, les espèces commerciales (consommation, 

ornementation...) sont étudiées intensivement, les autres sont au mieux 

marginalisées, au pire ignorées (hormis quelques exceptions comme les espèces 

modèles type Poisson-zèbre).

Ainsi sur les 16 000 espèces de Poissons marins, les 5% faisant l’objet d’un 

suivi scientifique sont essentiellement celles qui sont pêchés, telles les thons, 

morues, requins... (Reynolds et al. 2005). Les effectifs étant plus difficiles à estimer 

que pour les animaux terrestres, la sonnette d’alarme est souvent tirée très tard, 

alors que les stocks ont atteint un niveau dangereusement bas. Les pêcheries 

industrielles non régulées ont ainsi contribué à décimer les stocks de nombreuses 

espèces marines, qui ne s’en remettront pas avant plusieurs dizaines d’années 

(Hutchings 2000) ; et même quand des quotas stricts sont imposés, ils ne sont pas 

toujours respectés, par exemple pour le thon rouge (Figure I-1).

Des espèces autrefois abondantes dans les rivières de nos régions ont 

également quasiment disparues du milieu naturel, telles le saumon ou l’esturgeon 

(Birstein 1993 ; Parrish et al. 1998). Heureusement, une prise de conscience est en 

train de s’opérer, mais pour beaucoup d’espèces, n’est-il pas déjà trop tard ? 
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Figure I-1 : Dessin humoristique 
de Plantu paru dans le journal 
Le Monde daté du Mercredi 26 
Novembre 2008, soit deux jours 
après la publication des quotas 
officiels de pêche au thon rouge 
pour 2009 par la Commission 

Internationale pour la 
Conservation des Thonidés de 
l’Atlantique (Cicta). Le dessin 

était accompagné du titre 
« L’excès de pêche au thon 

rouge met en péril la survie de 
l’espèce ». Les pêches 

effectives de 2008 ont dépassé 
le double des quotas officiels de 
la Cicta pour cette même année. 

(Téléchargé sur le site 
www.lemonde.fr)

I-A-2 CONSIDERATIONS SUR LES ESTURGEONS

 La chair des esturgeons, d’une texture ferme proche de celle du veau et d’un 

goût fin, a été de tout temps particulièrement recherchée. La préparation des 

esturgeons permet également de fournir (i) de l’ichtyocolle (à partir de la vessie 

natatoire en particulier), très demandée avant l’invention des colles synthétiques 

(Holzkamm et al. 1988) ; à noter qu’un des anciens noms vernaculaire de l’espèce 

Huso huso est ainsi Ichtyocolle, et que Daubenton lui attribua le nom scientifique 

Acipe ichthyocolle, (ii) du cuir pouvant servir dans de multiples domaines tels que 

l’habillement ou la reliure de livres ; réalisé à partir de jeunes spécimens, le cuir 

d’esturgeon servait même d’après Cloquet (1819b) de carreaux de fenêtre dans la 

Russie du 18e siècle, (iii) de la graisse sous forme d’huiles et (iv) des œufs, mieux 

connus actuellement sous le nom de caviar, constitués d’œufs d’esturgeons tamisés 

(pour les séparer de la membrane ovarienne) et salés. 

 Toutes ces caractéristiques ont contribué à faire de la pêche à l’esturgeon une 

activité importante depuis des siècles. Par exemple en 1063, la charte d’Estiennette 
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comtesse de Provence, mentionne l’existence de bateaux sur le Rhône spécialement 

dédiés à la pêche de l’esturgeon (cité dans Cloquet 1819b). 

La taille imposante d’un animal lui confère souvent un statut particulier, le 

rendant plus « visible » à nos yeux. L’esturgeon constitue bien souvent le plus gros 

animal présent dans les fleuves et rivières, pouvant atteindre plusieurs mètres 

suivant les espèces. Cette taille, couplée à la finesse de sa chair, ont fait de 

l’esturgeon un animal prestigieux depuis l’Antiquité. 

Il était déjà considéré comme un met de luxe à la table des Grecs et des 

Romains sous le nom d’Acipenser ou d’Ellops (ce dernier terme étant discuté car il a 

aussi servi de terme générique pour décrire tous les poissons). Ovide le mentionne 

dans ses Halieutiques lorsqu’il liste de nombreux animaux aquatiques : «Viennent 

enfin [...] le goujon, si glissant et aux arrêtes inoffensives [...] ; l’aselle, peu digne d’un 

tel nom ; l’acipenser, fameux sur des bords étrangers » (Ovide vers 17 ap. J-C). 

Macrobe, écrivain de la fin de l’Antiquité romaine qui a repris les textes de multiples 

auteurs antiques, consacre à l’esturgeon le chapitre XII du livre 2 de ses Saturnales

qu’il commence ainsi « L’esturgeon fut aussi compté, dans ce siècle, parmi les mets 

délicieux que la mer offre aux gourmands ». Il cite ensuite deux extraits d’autres 

auteurs romains qui appuient son propos ; le premier de Cicéron (103 - 46 av. J.-C.) 

issu du dialogue Sur le destin qui raconte que « Scipion était à sa bataille de 

Lavernium, avec Pontius, lorsqu’on lui apporta par hasard un esturgeon, poisson rare 

et très délicat » ; le second de Sammonicus Serenus (1er et 2e siècles de notre ère) 

qui s’exprime sur la noblesse de l’esturgeon dans une lettre adressée à l’empereur 

Septime Sévère en soulignant que « lorsque vous me faites l’honneur de me mettre 

au nombre de vos convives, je remarque que ce poisson [l’esturgeon] fait son entrée 

dans la salle à manger au son de la flûte, et escorté par vos gens couronnés de 

fleurs » (Macrobe vers 430 ap. J-C). 

En Chine, l’esturgeon était réservé à l’empereur, et au Moyen-âge en Europe, 

il était le privilège des seigneurs et des rois d’après Cloquet (1819b). Ainsi sur le 

Rhône au court du Moyen-Âge, les seigneurs féodaux s’octroyaient de droit le 

premier esturgeon pêché de l’année (Vial 1904). Toujours aujourd’hui, il bénéficie de 
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cette image royale, et lorsqu’en 2004 un pêcheur britannique attrapa dans ses filets 

un esturgeon de plus de 2 mètres sur les côtes galloises, il fut dans l’obligation de 

l’offrir à la Reine (Figure I-2) ; elle permit au pêcheur d’en disposer, et après diverses 

péripéties le spécimen fut confié au muséum d’histoire naturelle de Londres, où il se 

trouve encore aujourd’hui (Anonyme 2004a, b). 

Figure I-2 : L’esturgeon de « Sa Majesté » (Source : archives 
électroniques du Muséum d’Histoire Naturelle de Londres) 

Si l’esturgeon est encore très recherché aujourd’hui, ce n’est plus tant parce 

que sa chaire est particulièrement fameuse, mais surtout à cause de son caviar. Les 

ovaires d’esturgeons séchés et salés ont probablement été consommés depuis 

l’Antiquité, mais c’est plus récemment sur les bords de la Mer Noire et de la Mer 

Caspienne que la consommation des œufs d’esturgeons salés et séparés de leur 

protection ovarienne – caviar stricto sensu – s’est développée (Sternin & Doré 1998). 

En Russie, c’est après la conversion au Christianisme en 988 que la consommation 

de chaire et d’œufs d’esturgeons a pris son essor, la consommation de viandes et de 

laitages étant interdite pendant les jeûnes. En France, il était déjà consommé au 

temps de Rabelais qui le mentionne en 1534 dans La vie de Gargantua et de 

Pantagruel (chapitre 60). Il fallut néanmoins attendre le début du 20e  siècle pour que 

la consommation de caviar devienne vraiment importante. A certains endroits en 
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France au début du siècle dernier, les œufs d’esturgeons n’avait que peu de valeur 

et étaient parfois donnés à manger aux poules, comme quoi tout est question de 

mode.

L’image de rareté et de luxe aujourd’hui associée à l’esturgeon pourrait bien 

causer sa perte, car la demande de caviar ne faiblit pas malgré la chute des effectifs 

naturels. Les prix du caviar s’envolent, atteignant plus de 5000 € le kilo pour le 

béluga, augmentant d’autant l’attractivité du braconnage. Heureusement, son image 

pourrait également sauver l’esturgeon, favorisant la prise de conscience de sa 

raréfaction par le grand public et les politiques, et alimentant les efforts de 

conservation le concernant. 
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I-B LES ESTURGEONS, OSTEICHTYENS SUR LE DECLIN

I-B-1 UNE VINGTAINE D’ESPECES, TOUTES MENACEES

I-B-1-a Morphologie générale

  La figure I-3 présente les différents éléments morphologiques pouvant servir 

à distinguer les espèces d’esturgeons à partir d’un individu vivant (voir Vecsei 2001 

pour une clef de détermination complète éditée par la convention sur le commerce 

international des espèces menacées d’extinction (CITES). 

Figure I-3 : Critères morphologiques pouvant être utilisés pour distinguer les 
différentes espèces d’esturgeons (modifié d'après Vecsei 2001). 

Les esturgeons sont principalement caractérisés au niveau morphologique par 

(i) la présence de cinq rangées longitudinales d’écussons osseux parcourant la 

totalité du tronc (deux rangées ventrales, deux latérales et une dorsale), (ii) un 

museau portant quatre barbillons (iii) le support de la nageoire pectorale par un 

aiguillon osseux. De nombreux autres critères morphologiques existent permettant 

de distinguer les esturgeons des autres Poissons, mais aussi les espèces 
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d’esturgeons entre elles (voir Findeis 1997 ; Artyukhin 2006 ; Grande & Hilton 2006 

pour une liste exhaustive). 

I-B-1-b Position systématique parmi les Vertébrés

Règne : Animal 

Embranchement : Chordé 

Sous-embranchement : Vertébré 

Super-classe : Ostéichtyen 

Classe : Actinoptérygien 

Sous-classe : Chondrostéen 

Ordre : Acipensériforme 

Famille : Acipenséridé 

Les esturgeons appartiennent à la famille des Acipenséridés, dont l’étymologie 

viendrait d’après Oniga (1999) du latin acus signifiant aiguille et pensum signifiant 

botte de laine : Acipenser désignerait donc les poissons avec des barbes en aiguille 

de laine. Les Acipenséridés, avec la famille des Polyodontidés (les poissons 

spatules), constituent l’ordre des Acipensériformes, qui appartient au groupe des 

Vertébrés à nageoires rayonnées ou Actinoptérygiens, lui-même inclus dans le 

groupe des Vertébrés à squelette osseux ou Ostéichtyens (Figure I-4a). Au 18e

siècle et jusqu’à la moitié du 19e siècle, les esturgeons étaient considérés de façon 

erronée comme proche des requins (appartenant au groupe des Chondrychtiens, 

organismes à squelette cartilagineux), en raison de leur nageoire caudale 

hétérocerque (assymétrique) et de leur squelette en grande partie cartilagineux (voir 

par exemple Cloquet 1819a). 

Parmi les Actinoptérygiens, le groupe le plus basal est constitué par les 

Polyptériformes ; les autres branchements sont discutés, Lépisostéiformes, 

Amiiformes et Eutéléostéens étant souvent regroupés pour former le groupe des 

Néoptérygiens (Nelson 1969 ; Lê et al. 1993 ; Bemis & Kynard 1997), mais certaines 

études plus récentes regroupent plutôt Lépisostéiformes, Amiiformes et 

Acipensériformes pour former un clade de « Poissons anciens » (Venkatesh et al.

2001 ; Inoue et al. 2003) (Figure I-4b). 
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Figure I-4 : (a) Cladogramme indiquant la position des Acipensériformes dans 
la phylogénie des Vertébrés à mâchoires, d’après les données 
morphologiques de Nelson (1969) et Bemis et al. (1997) et les données 
moléculaires de Lê et al. (1993), Venkatesh et al. (2001), Artyukhin (2006), 
Inoue et al. (2003) et Hoegg et al. (2004). (b) Topologies alternatives pour la 
portion non résolue de la partie (a), modifiée d’après Hurley et al. (2007).
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Les Acipensériformes sont représentés dans le registre fossile depuis le 

Jurassique Inférieur et existent donc depuis au moins 200 Ma (Gardiner 1984 ; 

Bemis & Kynard 1997), d’où le terme impropre de « fossiles vivants » qui leur est 

parfois attribué. Les plus anciens fossiles d’Acipensériformes appartiennent à des 

groupes aujourd’hui disparus tels les Chondrostéidés et les Peipiaostéidés, les plus 

anciens fossiles d’Acipenséridés identifiés remontant eux au Crétacé Supérieur entre 

-100 et -60 Ma (revue dans Grande & Hilton 2006). 

I-B-1-c Phylogénie des Acipenséridés

 Si l’esturgeon au sens général du terme est bien connu du grand public (au 

moins par le caviar), les esturgeons dans leur diversité le sont moins. L’ordre des 

Acipensériformes compte en effet 27 espèces différentes comprenant deux espèces 

de poissons spatules (famille des Polyodontidés) et 25 espèces d’esturgeons (famille 

des Acipenséridés). 

 Les 25 espèces d’esturgeons se répartissent en quatre genres définis au 

cours du 19e siècle sur la base de critères morphologiques (Figure I-5) : le genre 

Acipenser (17 espèces) fut le premier décrit par Linné en 1758, puis vint le genre 

Scaphirynchus (3 espèces) par Heckel en 1836, le genre Huso (2 espèces) par 

Brandt en 1869 et enfin Pseudoscaphirynchus (3 espèces) par Nikolskii en 1900 

(Bemis & Kynard 1997). La monophylie de ces genres est soutenue par les données 

morphologiques (Bemis & Kynard 1997 ; Findeis 1997 voir figure I-4), même si une 

analyse récente sur 28 caractères morphologiques place le genre Huso parmi les 

espèces du genre Acipenser, rendant ce dernier paraphylétique (Artyukhin 2006).  
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Figure I-5 : Cladogramme représentant les relations entre genre d’Acipenséridés 
basées sur 69 caractères morphologiques d’après Findeis (1997). Le genre 
Polyodon (famille de Polyodontidés) sert d’outgroup. 

Les phylogénies moléculaires réalisées à partir de l’ADN mitochondrial 

(ADNmt) depuis la fin des années 1990 ont permis de préciser les relations entre les 

espèces d’Acipensériformes (Birstein et al. 1997a ; Birstein et al. 1999 ; Ludwig et al.

2001 ; Birstein et al. 2002 ; Peng et al. 2007 ; Krieger et al. 2008). Toutes les études 

moléculaires aboutissent au même schéma global, les différences majeures avec les 

phylogénies antérieures étant les suivantes : (i) le genre Huso est polyphylétique, les 

deux espèces se trouvant séparées parmi les Acipenséridés (ii) les genres 

Scaphirynchus et Pseudoscaphirynchus ne sont pas des taxons frères (les 

ressemblances morphologiques ne seraient pas des homologies mais des 

convergences évolutives) (iii) le genre Acipenser est paraphylétique, incluant les 

deux espèces du genre Huso, ainsi que les trois espèces du genre 

Pseudoscaphirynchus (groupées avec Acipenser stellatus) et les trois espèces du 

genre Scaphirynchus (qui divergent après le groupe formé par A. sturio et 

A. oxyrinchus).

Une synthèse des données paléontologiques (Grande et al. 2002 ; Hilton & 

Grande 2006), morphologiques (Bemis et al. 1997 ; Findeis 1997 ; Artyukhin 2006) et 

moléculaires (Ludwig et al. 2001 ; Birstein et al. 2002 ; Krieger et al. 2008) 

concernant la phylogénie des Acipensériformes est présentée à la figure I-6.
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Figure I-6 : Phylogénie synthétique des Acipensériformes. Les groupes éteints (†) 
sont positionnés (ordre de branchement et âge) suivant les descriptions de Bemis et
al. (1997). Les longueurs de branches pour les espèces actuelles reflètent dans la 
mesure du possible les temps de divergence estimés à partir des données 
moléculaires de Peng et al. (2007) obtenues à partir du gène du cytochrome b
(Cyt b). La position des trois groupes au nœud basal des Acipenséridés n’a pas été 
résolue pour tenir compte de la divergence observée entre phylogénies 
morphologiques et moléculaires. La position des espèces au sein des clades 
Pacifique et Atlantique est une synthèse des phylogénies moléculaires les plus 
récentes, basées sur environ 1 kb du Cyt b (Peng et al. 2007) et sur environs 4 kb 
couvrant des portions du Cyt b, de la Dloop, des gènes des ARNr 12S et 16S, de la 
deuxième sous-unité de la cytochrome oxidase (COX2), de la cinquième sous-unité 
de la NADH déshydrogénase  (NADH5) et des ARNts Asparagine et Phénylalanine 
(Krieger et al. 2008). Le niveau de ploïdie est indiqué tel que décrit par Zhang et al. 
(1999), Fontana et al. (2001), Ludwig et al. (2001) et Fontana et al. (2008) : 2n avec 
120 chromosomes, 4n avec 200-250 chromosomes, 6n avec 360 chromosomes et 
8n avec 500 chromosomes. Les barres noires le long des branches indiquent les 
événements de polyploïdisation putatifs. La distribution géographique est indiquée 
telle que décrite par Billard & Lecointre (2001), Vecsei (2001) et Bemis & 
Kynard (1997) : Eur. : Europe, Am.N. : Amérique du Nord, MGM : bassin du 
Mississippi et Golfe du Mexique, ANE : côte européenne Atlantique Nord-Est, ANO : 
côte américaine Atlantique Nord-Ouest, AN : Atlantique Nord, PC : région Ponto-
Caspienne incluant les mers Méditerranée, Noire, Caspienne et d’Aral, AJ : fleuve 
Amur et mer du Japon, Pac.NE : côte américaine Pacifique Nord-Est, SA : Sibérie et 
océan Arctique, GL : région des Grands Lacs et baie d’Hudson. Le mode de vie (AP : 
amphidrome, PT : potamodrome, A : anadrome) et le statut dans la liste rouge de 
l’IUCN (LC : « least concern » préoccupation mineure, VU : vulnérable, NT : « near 
threatened » quasi menacé, EN : « endangered » en danger d’extinction, CR : 
« critically endangered » en danger critique d’extinction) sont tirés des fiches IUCN 
de chaque espèce, disponibles sur internet (IUCN 2010a ; www.iucnredlist.org).  

Les Acipenséridés se trouvent partagés en quatre groupes monophylétiques 

majeurs (ou clades) : (i) le clade des Scaphirynchus, (ii) le clade dit des « esturgeons 

marins » (Peng et al. 2007) constitué des esturgeons atlantiques et européens 

A. oxyrinchus et A. sturio, et qui dispute la place de groupe basal des Acipenséridés 

au clade des Scaphirynchus, (iii) le clade dit Pacifique (Peng et al. 2007), 

rassemblant Huso dauricus et les six Acipenser vivant sur les bords de l’océan 

Pacifique, (iv) le clade dit Atlantique (Peng et al. 2007), rassemblant Huso huso, les 

Pseudoscaphirynchus et les neuf Acipenser vivant sur les bords de l’océan 

Atlantique ou de l’ancienne Téthys ; à cet égard, ce clade devrait plutôt se nommer 

atlantico-téthysien que purement Atlantique. 
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I-B-1-d- Cycle de vie

 Les Acipenséridés sont des poissons à durée de vie relativement longue, 

dépassant 20 ans pour toutes les espèces, et pouvant atteindre plus de 100 ans pour 

certaines d’entre elles comme Huso huso (Billard & Lecointre 2001). 

 Les modes de vie diffèrent suivant les espèces, mais plusieurs 

caractéristiques reproductives sont communes à tous les Acipenséridés : (i) la 

reproduction se déroule en eaux douces et implique une migration amont, (ii) les 

reproducteurs montrent une fidélité importante à leur fleuve natal, (iii) la maturité 

sexuelle est atteinte tardivement, entre 3 et 20 ans suivant les espèces, que ce soit 

pour les mâles ou les femelles, (iv) les poissons une fois matures sexuellement ne se 

reproduisent généralement pas tous les ans mais tous les deux à cinq ans, 

effectuant à chaque fois une migration amont (Holcik 1989 ; Rochard et al. 1991 ; 

Billard & Lecointre 2001). 

Suivant les patrons de migration et la salinité de l’eau dans laquelle les 

juvéniles et les adultes grandissent, trois modes de vie principaux sont distingués 

chez les esturgeons (schématisés sur la figure I-7) : l’anadromie (du grec ana « vers 

le haut » et dromos « route, course ») , la potamodromie (du grec potamos

« rivière ») et l’amphidromie (du grec amphi « double») (Bemis & Kynard 1997). 

L’anadromie et l’amphidromie sont des variantes de la diadromie (du grec dia

« entre »), caractérisée par des migrations entre eau salée et eau douce au cours du 

cycle de vie (Myers 1949 ; McDowall 1992). Le mode de vie qui caractérise chaque 

espèce d’esturgeons est indiqué en regard de la phylogénie sur la figure I-6.

 La plupart des espèces sont anadromes, en particulier l’esturgeon européen 

A. sturio et l’esturgeon atlantique A. oxyrinchus (Smith 1985 ; Williot et al. 1997). Les 

juvéniles migrent en aval de leur lieu de naissance (eau douce, salinité 0‰) jusqu’à 

l’estuaire (eau saumâtre, salinité 14-27 ‰), puis à la mer (eau salée, salinité 35 ‰) 

pour se nourrir. La croissance jusqu’à l’âge adulte se fait en mer dans la zone côtière 

(toujours sur le plateau continental à moins de 100 m de profondeur), avec des 

retours périodiques à l’estuaire. Les adultes une fois matures remontent jusqu’à la 

zone de ponte dans le fleuve pour se reproduire. 
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  Certaines espèces sont potamodromes, par exemple l’esturgeon des lacs 

A. fulvescens (Peterson et al. 2007). Dans ce cas, tout le cycle et toutes les 

migrations pour la nutrition et la reproduction se déroulent en eau douce, la phase de 

croissance jusqu’à l’âge adulte se déroulant en rivière ou en lac. 

Quelques espèces sont amphidromes, tel l’esturgeon à museau court 

A. brevirostrum (Bain 1997 ; Kynard 1997). Le cycle de vie est alors proche de celui 

des espèces anadromes, sauf que la croissance jusqu’à l’âge adulte se fait dans le 

fleuve ou dans l’estuaire, et pas en mer (où les poissons peuvent parfois néanmoins 

occasionnellement se trouver). Les déplacements entre eau douce et eau salée se 

font indépendamment de la reproduction. 

A noter l’existence de populations potamodromes chez certaines espèces 

majoritairement anadromes (exemple de l’esturgeon russe A. gueldenstaedtii ; 

Kottelat et al. 2009a), et de populations anadromes chez certaines espèces 

majoritairement potamodromes (exemple du sterlet A. ruthenus, dont les populations 

anadromes ont malheureusement toutes disparu ; Kottelat et al. 2009b). Les 

esturgeons montrent donc une plasticité élevée vis-à-vis de la salinité, impliquant des 

capacités physiologiques spécifiques.

L’origine évolutive de la diadromie chez les Poissons est mal connue, mais 

elle est parfois considérée comme une étape de transition dans l’évolution de 

poissons marins devenant dulçaquicoles ou inversement (Gross 1987). McDowall 

(1993 ; 1997) considère qu’il est peu probable que les esturgeons dérivent d’un 

ancêtre purement marin, mais il est difficile de déterminer quel est l’état ancestral du 

groupe (anadrome ou potamodrome), au vu du peu de corrélation existant entre 

mode de vie et phylogénie (Figure I-6). En effet, potamodromie et anadromie 

coexistent chez les Acipenséridés comme chez les Polyodontidés. 
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Figure I-7 : Schématisation des différents cycles de vie rencontrés chez les 
esturgeons, inspiré de McDowall (1997) et Bemis et Kynard (1997). Les flèches 
indiquent les migrations, la flèche épaisse marquant la migration de reproduction.

I-B-1-e- Distribution des espèces et histoire évolutive

Les Acipensériformes sont uniquement présents dans l’hémisphère Nord, 

jamais en zone tropicale. Comme souligné par Choudhury & Dick (1998), les 

espèces fossiles autant que les espèces actuelles ont une distribution restreinte aux 

régions qui constituaient la Laurasie (Amérique du Nord et Eurasie), continent issu 

de la dislocation de la Pangée il y a près de 200 Ma. L’origine du groupe datant à 

peu près de cette époque d’après les données fossiles (voir figure I-6), il est 

raisonnable de penser que l’ancêtre commun à tous les Acipensériformes vivait en 

Laurasie il y a environ 200 Ma. 
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Au vu du mode de vie des esturgeons, Bemis & Kynard (1998) ont proposé le 

choix du bassin fluvial comme unité biogéographique intraspécifique de base. En 

effet, chaque espèce est divisée en différentes populations plus ou moins isolées, 

chacune se reproduisant dans un bassin fluvial différent. La somme des bassins 

fluviaux occupés par ces différentes populations constitue l’aire de répartition de 

l’espèce, à laquelle il faut rajouter pour les espèces anadromes les aires marines de 

nourrissage, qui peuvent être très étendues.

La distribution des espèces d’Acipenséridés au sein des grandes régions 

biogéographiques désignées par Bemis & Kynard (1997) est indiquée en regard de 

la phylogénie sur la figure I-6, et se trouve illustrée sur la mappemonde de la figure I-

8. Les quatre grands clades d’Acipenséridés mentionnés dans la partie I-B-1-c ont 

une distribution géographique spécifique (i) le clade Scaphirynchus est restreint au 

bassin du Mississippi et au Golfe du Mexique en Amérique du Nord (région MGM sur 

le figure I-8), (ii) le clade des esturgeons marins couvre les côtes atlantiques 

américaines et européennes (régions ANO et ANE), (iii) le clade Pacifique couvre 

comme son nom l’indique les bords de l’océan Pacifique (régions Pac.NE, AJ et 

Chine) et (iv) le clade atlantico-téthysien couvre les bords des océans Atlantique et 

Arctique (régions ANO, ANE, SA), ainsi que les mers issues de la fermeture de 

l’océan Téthys c’est-à-dire les mers Méditerranée, Noire, Caspienne et d’Aral (région 

PC).

Les événements géologiques liés à la tectonique des plaques semblent avoir 

joué un rôle important dans la diversification des Acipensériformes (Bemis & Kynard 

1997).

L’ouverture de l’océan Néo-Téthys – séparant la Pangée en Laurasie et 

Gondwana à partir de -200 Ma – a augmenté la surface du plateau continental, 

engendrant une extension des zones propices aux esturgeons. Cette multiplication 

des habitats marins favorables s’est sans doute accompagnée de nombreuses 

spéciations, peut-être à l’origine des différentes familles d’Acipensériformes dont 

seules subsistent aujourd’hui les Polyodontidés et les Acipenséridés (les 

Chondrostéidés et les Peipiaostéidés ayant disparus il y a plus de 100 Ma, voir figure 

I-6). Entre -200 et -180 Ma, la Téthys est ouverte de l’Amérique centrale actuelle à 

l’Ouest jusqu’à la Chine à l’Est.
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L’ouverture de l’Atlantique Nord à partir de -180 Ma contribue ensuite à 

éloigner les masses continentales américaines et eurasiatiques, ainsi qu’à séparer 

l’Amérique du Nord et l’Amérique du Sud favorisant la diversification par vicariance 

au sein des familles existantes. C’est possiblement à ce moment là (entre -180 et -

130 Ma) que les quatre clades actuels d’Acipenséridés se sont formés (figure I-6). 

Enfin, la fermeture en deux temps de la Téthys par la remontée de la plaque 

indienne dans l’Eurasie (collision vers -50 Ma donnant l’Himalaya) et par la remontée 

de la plaque africaine dans l’Eurasie (collision vers -30 Ma donnant naissance aux 

chaînes de montagnes entre l’Himalaya et les Alpes) a conduit à la formation de 

plusieurs bassins plus ou moins isolés les uns des autres dans ce qui forme 

aujourd’hui la région ponto-caspienne (Mer d’Aral, Mer Caspienne, Mer Noire, Mer 

Méditerranée), conduisant à la diversification du clade atlantico-téthysien dans cette 

zone (qui concentre le plus grand nombre d’espèces d’Acipenséridés, voir figure I-8).  

Le climat a également joué un rôle important, principalement par son impact 

sur le niveau eustatique. En effet, au cours du Jurassique et du Crétacé (entre -200 

et -65 Ma), le climat global était plus chaud qu’actuellement, il n’y avait pas de 

glaciers permanents et le niveau marin était supérieur à ce qu’il est aujourd’hui – 

entre 50 et 200 m suivant les périodes (voir Scotese 1997 pour les reconstructions 

paléogéographiques, qui ont également servi de base à la discussion du paragraphe 

ci-dessus) – augmentant significativement l’étendu du plateau continental et donc les 

zones d’habitat propices aux esturgeons.
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Figure I-8 : Distribution des espèces d’Acipenséridés par région (Pac.NE : côte 
américaine Pacifique Nord-Est, MGM : bassin du Mississippi et Golfe du Mexique,
GL : région des Grands Lacs et baie d’Hudson, ANO : côte américaine Atlantique 
Nord-Ouest, ANE : côte européenne Atlantique Nord-Est, PC : région ponto-
caspienne incluant les mers Méditerranée, Noire, Caspienne et d’Aral, AJ : fleuve 
Amur et mer du Japon, SA : Sibérie et océan Arctique, Chine). Le découpage des 
régions est repris de Bemis et Kynard (1997), la répartition des espèces a été établi 
à partir de Vecsei (2001) et des comptes-rendus IUCN relatifs à chaque espèce 
(IUCN 2010a) et correspond à celle indiquée dans la figure I-6.  

I-B-1-f- Caractéristiques génétiques et conséquences

 Les premières données génétiques obtenues dans les années 1960 sur les 

esturgeons concernent le nombre de chromosomes (Ohno et al. 1969). Le génome 

des esturgeons est particulier dans le sens où il comprend des chromosomes 
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normaux mais aussi des microchromosomes, qu’il est parfois difficile de compter. 

L’amélioration des techniques a néanmoins permis de dénombrer les chromosomes 

chez presque toutes les espèces, ce qui a permis de distinguer deux groupes 

d’espèces, respectivement à environ 120 et 240 chromosomes (revue dans Fontana 

2002). Deux espèces – l’esturgeon à museau court A. brevirostrum et l’esturgeon 

des Sakalines A. mikadoi – sont un peu à part car elles possèdent respectivement 

360 et 500 chromosomes. 

 Le nombre important de chromosomes chez les Acipensériformes par rapport 

aux autres poissons – le nombre de chromosomes chez les Eutéléostéens est en 

moyenne de 50, et le proto-génome diploïde des Vertébrés aurait compté 24 

chromosomes (Jaillon et al. 2004 ; Volff 2005) – a conduit les premiers scientifiques 

à considérer que les espèces à 120 chromosomes étaient tétraploïdes (Dingerkus & 

Howell 1976), les espèces à 240 chromosomes étant alors octoploïdes. Ce 

paradigme est resté ancré dans les esprits pendant près de 20 ans (Birstein & 

Vasiliev 1987 ; Birstein et al. 1997a ; Flajshans & Vajcova 2000), mais des preuves 

de plus en plus nombreuses apportées par l’étude du nombre d’organisateurs 

nucléolaires (Fontana 1994), l’hybridation fluorescente in situ (FISH) de sondes 

correspondant aux ARNr nucléaires (Fontana et al. 1999 ; Fontana et al. 2003) ou 

l’héritabilité de marqueurs nucléaires polymorphes tels les microsatellites  (Ludwig et 

al. 2001) ont conduit au consensus actuel : les espèces à 120 chromosomes sont 

des diploïdes fonctionnels et celles à 240 chromosomes sont des tétraploïdes 

fonctionnels. Dans ce contexte, A. mikadoi est une espèce octoploïde et 

A. brevirostrum est interprété comme une espèce hexaploïde (Fontana et al. 2008). 

La présence de nombreux chromosomes même chez les espèces diploïdes suggère 

néanmoins l’existence d’événements plus anciens de polyploïdisation, suivis ensuite 

d’un retour à la diploïdie fonctionnelle (Ohno 1970). La ploïdie de chaque espèce 

d’Acipensériformes est indiquée en regard de la phylogénie sur la figure I-6. Les 

espèces polyploïdes forment trois groupes monophylétiques et représentent environ 

la moitié des Acipenséridés. 

Malgré cette hétérogénéité au niveau de la ploïdie, les esturgeons partagent 

une même caractéristique : un taux d’évolution lent. Krieger et Fuerst (2002) ont 

comparé 23 loci nucléaires ou mitochondriaux chez les Acipensériformes, les 
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Eutéléostéens et un groupe externe (Requins) : ils ont observé un taux moyen de 

substitution des acides aminés deux fois inférieur entre Requins-Acipensériformes 

qu’entre Requins-Eutéléostéens.  

Ce faible taux d’évolution et les caractéristiques caryologiques hors normes 

des esturgeons expliquent sans doute la facilité avec laquelle les espèces peuvent 

s’hybrider, que ce soit en captivité ou dans le milieu naturel. Birstein et al. (1997a) 

ont effectué une revue des hybridations naturelles reportées dans la bibliographie 

depuis 1910, et indiquent que quasiment toutes les espèces peuvent s’hybrider les 

unes avec les autres, du moment que le lieu et le moment de la ponte coïncident. De 

façon étonnante, même les espèces ayant des niveaux de ploïdie différents peuvent 

s’hybrider. Cette faculté d’hybridation est d’ailleurs très utilisée en aquaculture 

(Jahnichen et al. 1999 ; Urbanyi et al. 2004), dans le but en particulier d’optimiser la 

vitesse de croissance et la production de caviar. 

 A noter une conséquence négative de l’existence d’espèces polyploïdes : 

aucune phylogénie nucléaire des Acipensériformes n’a encore été publiée, entreprise 

pourtant nécessaire pour valider la phylogénie mitochondriale (qui ne représente 

« que » l’évolution des lignées maternelles). En effet, l’existence de plusieurs copies 

dupliquées d’un même gène nucléaire (ou copies paralogues) rend difficile la 

construction d’une telle phylogénie.  

I-B-1-g- Menaces actuelles et conservation

 Les 27 espèces d’Acipensériformes sont inscrites sur la liste rouge des 

espèces menacées de l’Union Internationale pour la Conservation de la Nature 

(IUCN 2010a). Le statut de chacune des espèces est indiqué en regard de la 

phylogénie sur la figure I-6. Parmi ces 27 espèces, 17 sont en danger critique 

d’extinction ce qui fait de ce groupe le plus menacé de toute la liste rouge. Certaines 

espèces sont d’ailleurs sans doute déjà éteintes dans la nature, comme le Poisson 

spatule chinois Psephurus gladius, ainsi que les espèces de Pseudoscaphirynchus,

qui vivaient toutes trois dans les fleuves alimentant la Mer d’Aral. 
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Les causes de la raréfaction des esturgeons sont multiples (Rochard et al.

1990 ; Birstein et al. 1997b ; Billard & Lecointre 2001). Les plus importantes sont (i) 

la dégradation de l’habitat, en particulier l’extraction de graviers détruisant des zones 

de pontes, la construction de barrages empêchant les migrations de reproduction, la 

pollution et l’utilisation des fleuves pour l’irrigation (qui a par exemple entraîné 

l’assèchement de la Mer d’Aral où vivaient les Pseudoscaphirhynchus), (ii) la 

surpêche, la capture accidentelle (par les chalutiers par exemple) et le braconnage 

(qui concerne toutes les espèces et surtout celles produisant les meilleurs caviars), 

(iii) la gestion inexistante ou catastrophique des stocks naturels de certaines 

espèces, en particulier dans les pays bordant les mers Noire, Caspienne et d’Aral. 

 Le danger qui pèse sur ces espèces a conduit à la réglementation de tout 

commerce les concernant sous le contrôle de la CITES, et ce depuis le 1er Avril 1998  

(CITES 1997). Divers progrès ont accompagné  l’inscription à l’annexe II de la 

CITES : (i) un guide de reconnaissance morphologique par clefs a été mis à la 

disposition de toutes les polices douanières (Vecsei 2001) (ii) des outils moléculaires 

permettant de discriminer rapidement entre les espèces d’Acipensériformes ont été 

mis au point, afin de détecter les produits illégaux (DeSalle & Birstein 1996 ; Ludwig

et al. 2002a ; Ludwig 2008). La réglementation a permis de réguler les pêches 

légales par l’émission de quotas d’exportation aux états producteurs, mais elle a 

aussi eu pour conséquence l’augmentation du commerce illégal, la demande en 

produit dérivés des esturgeons (en particulier le caviar) ne diminuant pas 

(Raymakers 2002, 2006). En effet, la rareté d’un produit recherché augmente sa 

valeur marchande et le rend plus attractif (Courchamp et al. 2006 ; Angulo & 

Courchamp 2009 ; Angulo et al. 2009). Les esturgeons et leur caviar étant de plus en 

plus rares, deviennent des mets encore plus prisés, dont le prix s’est envolé ces 

dernières années (Ludwig 2008). En attestent les quantités de caviar sauvage 

importées par la France qui se sont écroulées depuis 1998, pendant que les prix du 

caviar sur le marché international flambaient (Figure I-9).  

Gault et al. (2008) ont ainsi réalisé une expérience de dégustation de caviar 

dans des soirées mondaines et dans des supermarchés parisiens, en demandant 

aux testeurs de comparer deux caviars, l’un étant présenté comme provenant d’une 

« espèce rare », l’autre d’une « espèce commune » ; en fait il s’agissait du même 
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caviar partagé en deux lots, mais 80% des testeurs (aussi bien dans les soirées 

mondaines que dans les supermarchés) ont préféré le caviar soi-disant issu de 

l’espèce rare. Cette attraction pour les denrées rares a sans doute entraîné les 

esturgeons dans un cercle vicieux duquel il sera difficile de les sortir : plus les 

esturgeons sont rares, plus leur caviar devient cher, et plus il est intéressant de les 

pêcher, donc plus ils deviennent rares... Les prises mondiales d’esturgeons ont 

d’ailleurs chutées de 90% en tonnage entre 1950 et 2000 (Pikitch et al. 2005 ; 

Ludwig 2008). 

Figure I-9 : Evolution des importations de caviar sauvage en France (aires) et de 
son prix sur le marché international (courbes) entre 1998 et 2007. Les données 
sont indiquées pour les trois types de caviar les plus recherchés, le caviar beluga 
en rouge sombre (issu du beluga Huso huso), le caviar ossetra en rouge vif  (issu 
de l’esturgeon russe A. gueldenstaedtii) et le caviar sevruga en jaune-orange (issu 
de l’esturgeon étoilé A. stellatus). Source pour les tonnages importés en France : 
CITES Trade Data http://www.unep-wcmc.org/citestrade/ avec les paramètres 
suivants : pays importateur = France, pays exportateur = tous, espèces = l’une des 
trois, produits = œufs, source = sauvage. Source pour le prix du caviar : Ludwig 
(2008) et George Yousef (communication personnelle). 

0

10

20

30

40

50

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Année

C
av

ia
r s

au
va

ge
 im

po
rté

 e
n 

Fr
an

ce
 (t

on
ne

s)

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

Pr
ix

 d
u 

ca
vi

ar
 (U

S 
$)

  L’avenir des esturgeons est donc incertain, mais des mesures de 

conservation sont prises concernant quasiment toutes les espèces, incluant la mise 

en place de zones de ponte artificielles et de dispositifs permettant aux poissons de 

remonter en amont des barrages, le maintien de stocks ex situ pour la reproduction 

artificielle et le repeuplement, ainsi que l’information au grand public et aux pêcheurs. 

De plus, l’explosion du secteur de l’aquaculture – sous l’impulsion actuelle de la 
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Chine –  devrait permettre de combler l’écart existant entre la demande et l’offre de 

caviar, ce qui permettra de faire diminuer son prix et limitera donc l’intérêt du 

braconnage. La production croissante d’esturgeons en aquaculture n’est pas 

néanmoins sans poser certains problèmes, en particulier l’évasion accidentelle 

d’espèces ou d’hybrides en dehors de leur zone d’origine (Arndt et al. 2000). 

Nous venons de voir que toutes les espèces d’esturgeons sont menacées à 

des degrés divers, certaines ayant peut-être déjà disparu à l’état naturel. D’autres 

sont au bord de l’extinction, et nécessitent toute l’attention des scientifiques, du 

grand public et surtout des politiques. C’est le cas par exemple de l’esturgeon 

européen Acipenser sturio, espèce sur laquelle nous allons maintenant nous 

focaliser.

I-B-2 L’ESTURGEON EUROPEEN ACIPENSER STURIO, UNE ESPECE AUTREFOIS 

ABONDANTE AUJOURD’HUI AU BORD DE L’EXTINCTION

I-B-2-a Présentation de l’espèce

 L’esturgeon européen A. sturio est l’espèce sœur de l’esturgeon atlantique 

A. oxyrinchus, avec lequel il forme le clade des « esturgeons de mer » à la base de 

la phylogénie des Acipenséridés (voir figure I-6 et partie I-B-1-c). C’est une espèce 

anadrome par excellence, mature sexuellement à partir de 8-12 ans pour les mâles 

et 13-16 ans pour les femelles, et pouvant vivre au moins jusqu’à 50 ans (et sans 

doute beaucoup plus). Elle peut atteindre une taille de plus de trois mètres et peser 

plus de 300 kg, ce qui en fait le poisson le plus imposant des fleuves français, hors 

espèces introduites (Holcik et al. 1989 ; Lepage & Rochard 1993 ; Williot et al. 1997). 

Son caryotype se compose de 116 ± 4 chromosomes (Fontana & Colombo 

1974), et il appartient donc au groupe des espèces diploïdes. L’hybridation naturelle 

est reportée avec l’esturgeon russe A. gueldenstaedtii dans le Danube et la Mer 

Noire (Antipa 1909 ; Kozhin 1964 cités dans Holcik 1989), et plus récemment avec 

son espèce sœur A. oxyrinchus dans la Baltique (Ludwig et al. 2008) et en France 

(cette thèse, partie II-C-2).

- 27 -



INTRODUCTION GENERALE : LES ESTURGEONS

I-B-2-b Une espèce originellement paneuropéenne

L’esturgeon européen A. sturio est avec le sterlet A. ruthenus et le beluga

Huso huso (Acipenser huso à l’époque) la première espèce d’esturgeon décrite par 

Linné dans sa classification de Systema Naturae à partir de l’édition de 1758. Linné 

écrit à son sujet qu’il habite « in Mari Europaeo », dans les mers d’Europe (Linné 

1758). De multiples témoignages historiques indiquent également que l’esturgeon 

européen était une espèce commune dans toute l’Europe (Cloquet 1819a ; Gervais & 

Boulart 1876), et ce n’est pas un hasard s’il était aussi appelé esturgeon commun. 

D’après Magnin (1959 ; 1962), Holcik et al. (1989) et Lassalle et al. (2010), qui ont 

synthétisé toute la bibliographie historique, il se reproduisait dans tous les grands 

fleuves d’Europe, de la Mer Baltique à la Mer Noire, et il se trouvait en mer sur la 

façade atlantique européenne de la Norvège au Maroc, en Méditerranée et en Mer 

Noire. Il semble néanmoins n’avoir jamais été abondant en Mer Noire, en Mer Egée 

et dans les îles britanniques. Malheureusement, toutes ces populations ont disparu 

et il ne subsiste plus aujourd’hui qu’une seule population en Gironde. Les principaux 

fleuves abritant autrefois des esturgeons européens sont indiquées sur la figure I-10. 

A noter que la présence récente de l’esturgeon européen dans la Mer Baltique est 

remise en cause par les données de Ludwig et al. (2002b ; 2008), qui montrent que 

l’espèce dominante dans la région était en fait l’esturgeon atlantique A. oxyrinchus,

au moins depuis le Moyen-Âge (voir partie II-C-2 pour plus de détails). 

L’établissement avec certitude d’une liste de fleuves abritant des populations 

fonctionnelles d’esturgeons européens est toujours discutable, car les articles 

historiques mentionnent bien plus souvent les captures d’adultes de grande taille que 

de juvéniles. Or la présence de juvéniles venant de l’amont est la seule preuve 

irréfutable d’une reproduction effective et donc de la présence d’une population 

fonctionnelle d’esturgeons dans un fleuve donné. La présence ponctuelle d’individus 

de grande taille dans un fleuve marque les esprits et reste ancré dans la 

bibliographie, mais ne signifie pas pour autant la présence d’une population 

fonctionnelle.
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Figure I-10 : Distribution historique de l’esturgeon européen A. sturio, avec les 
fleuves majeurs où il se reproduisait (les tirets indiquent les extrêmes de migration 
amont reportés) et les zones marines où il était rencontré (les zones en cyan 
correspondent aux zones de capture reportées et en bleu-vert aux zones de 
captures les plus fréquentes). Les dates d’extinction présumées par fleuve sont 
également indiquées, et correspondent aux dernières captures et non aux 
dernières reproductions. Cette figure a été construite d’après les informations 
synthétisées par Magnin (1962), Holcik et al. (1989), Rochard et al. (2001), Williot 
et al. (2002) et Gonthier (2009). 

I-B-2-c De l’abondance à l’extinction (ou presque)

 L’esturgeon européen était donc présent partout en Europe il y a encore 

quelques siècles, mais la pollution, la modification du cours des fleuves et la 

surpêche ont conduit à sa raréfaction (voir Rochard et al. 1990 ; Williot et al. 1997 ;  

pour une liste exhaustive des facteurs impliqués voir aussi Gessner 2000). Roulé 

(1922) mentionne déjà à son époque que les esturgeons se font rares en France, 

avec une quasi disparition dans la Seine et la Loire et une relative abondance 

maintenue uniquement dans le bassin garonnais. Magnin (1962) souligne 40 ans 
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plus tard que l’espèce est en voie de disparition, et que les populations du 

Guadalquivir et surtout de Gironde constituent les derniers réservoirs importants de 

cette espèce.

Dans tous les bassins où les esturgeons européens étaient présents, les 

captures commerciales ou scientifiques se sont effondrées en quelques décennies 

(voir figure I-11 pour les exemples de l’Elbe, du Guadalquivir et de la Gironde). 

Figure I-11 : Evolution du nombre de captures déclarées d’esturgeons européens 
par décennie entre 1860 et 2010 dans l’Elbe (Allemagne, population éteinte vers 
1970), le Guadalquivir (Espagne, population éteinte vers 1990) et la Gironde 
(population relictuelle non éteinte). Les données sont tirées de Gessner (2000)
pour l’Elbe, Fernandez-Pasquier (2000) pour le Guadalquivir et Rochard et al.
(2001) et Gonthier (2009) pour la Gironde. Les flèches correspondent aux 
dernières reproductions observées. Les zones en tirets indiquent les tendances 
probables non confirmées par des données factuelles ; la remontée indiquée en 
Gironde dans les années 2000 intègre l’impact du lâcher de juvéniles issus de 
reproductions artificielles après 2007. 

 Malgré les mesures de conservation (principalement la limitation ou 

l’interdiction de la pêche), toutes les populations ont finalement disparu (voir la figure 

I-10 pour les dates d’extinction par population), sauf celle de Gironde-Garonne-

Dordogne en France (appelée population de Gironde par la suite). La répartition 

actuelle de l’espèce correspond donc uniquement à celle de la population girondine, 
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avec une présence dans la Garonne jusqu’à Agen et dans la Dordogne jusqu’à 

Bergerac, et en mer sur la côte atlantique française et jusque dans les îles 

britanniques et en Mer Baltique (Figure I-12). Une autre population fonctionnelle était 

mentionnée sur le fleuve Rioni en Géorgie (Lepage & Rochard 1993 ; Williot et al.

1997 ; Bacalbasa-Dobrovici & Holcik 2000), mais peu de données étaient disponibles 

la concernant. J. Gessner indique sur la fiche de l’esturgeon européen dans la liste 

rouge IUCN (2010a) que plusieurs missions destinées à identifier l’esturgeon 

européen dans cette région se sont soldées par des échecs dans les années 2000 ; 

la population du Rioni s’est donc probablement éteinte dans les années 1990, et le 

bassin de la Garonne constitue le dernier bastion mondial de l’esturgeon européen. 

Figure I-12 : Distribution actuelle de l’esturgeon européen A. sturio. La seule 
population restante est située en Gironde. Les poissons remontent la Dordogne et 
la Garonne jusqu’à Bergerac et Agen respectivement (barres sur les fleuves). Les 
captures en mer ont lieu du Pays Basque jusqu’en Mer du Nord (cyan), avec une 
fréquence maximum sur la façade atlantique française (bleu-vert). D’après les 
données obtenues entre 1980 et 1994 par Williot et al. (1997). 

 L’esturgeon européen a été classé comme « en danger d’extinction » 

(Endangered) sur la liste rouge de l’IUCN dès 1988, puis est devenu « en danger 

critique d’extinction » (Critically Endangered) à partir de 1996 (IUCN 2010a). En effet, 
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la population de Gironde est elle-même au bord de l’extinction, les effectifs étant 

tombés à des niveaux très bas (Lepage & Rochard 1993), et les dernières 

reproductions naturelles ayant probablement eu lieu en 1977, 1981 (estimées à partir 

de la répartition bimodale de la taille des juvéniles observée en 1985), 1988 

(répartition unimodale observée en 1992) et 1994 (Williot et al. 1997 ; Rochard et al.

2001).

La transition de l’abondance à l’extinction a probablement suivi le même 

schéma pour toutes les populations. Un essai de représentation basé sur l’évolution 

des cohortes (ensemble d’individus issus de la même saison de reproduction dans 

un bassin donné), a été réalisé sur la figure I-13 à partir de l’exemple de la Gironde.

(1) La population est au départ abondante, les migrations de reproduction sont 

couronnées de succès chaque année (sauf circonstances exceptionnelles, par 

exemple un fort débit au moment de la ponte) donnant des cohortes annuelles.

(2) La surpêche et la dégradation de l’habitat entraînent une baisse des effectifs de 

géniteurs en quelques décennies, mais les géniteurs restent néanmoins assez 

nombreux pour permettre une reproduction annuelle.

(3) La chute des effectifs se poursuit, et lorsque le nombre de géniteurs passe sous 

un seuil critique (indéterminé), les rencontres entre mâles et femelles simultanément 

mâtures deviennent aléatoires (effet Allee) entraînant l’absence de reproduction 

certaines années. La perte du caractère annuel de la reproduction entraîne des trous 

dans la « pyramide des âges » de la population (cohortes manquantes).

(4) Le nombre d’individus devient finalement tellement bas que les reproductions 

cessent, la population n’est alors plus fonctionnelle et est vouée à l’extinction (c'est 

probablement le stade actuel de la population de Gironde). L’extinction de la 

population peut être considérée comme fonctionnellement effective avec l’arrêt des 

reproductions, mais n’est définitive que lorsque tous les individus la constituant ont 

disparus, ce qui peut prendre des décennies. L’esturgeon ayant une durée de vie 

très longue, des captures ponctuelles d’adultes ont en effet souvent lieu pendant 20 

à 50 ans après la dernière reproduction ; par exemple un esturgeon a été capturé 

près de l’embouchure du Guadalquivir en 1992, près de 40 ans après la dernière 

reproduction (Elvira & Almodovar 1993). Pour toutes les populations d’esturgeons 

européens l’histoire s’est arrêtée là (étape 4 de la figure I-13), sauf pour celle de 

Gironde qui a bénéficié des efforts de conservation du Cemagref de Bordeaux. 
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Figure I-13 : Scénario possible de l’évolution passée et future de la population de 
Gironde, schématisée sous la forme des cohortes matérialisées par un trait coloré, 
marquant leur naissance (ordonnée 0) puis leur vieillissement au cours du temps 
(pente 1), jusqu’à la maturité sexuelle mâle et femelle (aux alentours de 10 et 14 
ans respectivement, barres grises horizontales en pointillés) puis la sénescence 
(marquée par le passage du trait coloré plein aux pointillés après 30 ans). Le code 
couleur des cohortes est le suivant : vert pour les cohortes issues d’une 
reproduction naturelle (foncé pour le passé, clair pour le futur), rouge-orange pour 
les cohortes issues d’une reproduction artificielle (rouge pour le passé, orange pour 
le futur). La première reproduction semi artificielle réalisée à partir d’individus issus 
du milieu naturel a eu lieu en 1995 (Williot et al. 2000 ; lâcher de moins de 20 000 
juvéniles). La première reproduction artificielle à partir d’individus captifs du stock 
ex situ a été réalisée en 2007 (Gonthier 2009 ; lâcher d'environ 7 500 juvéniles). La 
schématisation ne prend pas en compte les effectifs des cohortes. 
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I-B-2-d Le sauvetage en cours de la population girondine

La population de Gironde a subit le même déclin que les autres populations 

d’esturgeons européens au cours du 20e siècle, malgré un frein mis à la pêche dès 

1951 (interdiction de la pêche du 1er Juillet au 31 Décembre et taille limite de capture 
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passée à 1,45 m ; Letaconnoux 1961). L’espèce devient intégralement protégée en 

France en 1982 (arrêté du 25 janvier) car la situation devient préoccupante. Le 

Cemagref de Bordeaux entreprend alors de multiples efforts pour la conservation de 

la population girondine, incluant un programme d’information et de collaboration avec 

les pêcheurs ainsi que la constitution d’un stock de géniteurs sauvages captifs à la 

station de Saint-Seurin, dans le but de réaliser des reproductions en captivité et de 

soutenir les stocks sauvages (Williot et al. 1997).

Grâce aux efforts de conservation, l’histoire de la population girondine s’est 

poursuivie malgré la chute des effectifs et l’arrêt des reproductions naturelles ; 

reprenons donc la figure I-13 au stade 3.

(3) Dès le début des années 1980, le Cemagref a tenté de réaliser des reproductions 

semi artificielles à partir d’individus sauvages capturés lors de leur migration de 

reproduction, mais le nombre d’individus capturés était faible et il était rare de 

capturer à quelques jours d’intervalles un mâle et une femelle tous deux matures. 

Sur les quatre essais qui purent avoir lieu (1981, 1985 deux fois, et 1995), seul celui 

de 1995 fut couronné de succès (Williot et al. 2000), permettant l’obtention de 23 000 

larves. Certains individus issus de cette reproduction ont été conservés pour 

renforcer le stock captif de géniteurs, les autres furent relâchés dans le milieu naturel 

permettant de soutenir la population sauvage (cohorte artificielle de 1995) et de 

réaliser des expériences de suivi télémétrique (Brosse 2003 ; Lepage et al. 2005).

(4) Après cette première reproduction semi artificielle, le nombre de captures 

d’adultes issus du milieu sauvage devint trop faible pour espérer récidiver. Des tests 

de reproduction entièrement artificielle ont donc été réalisés au Cemagref à partir du 

stock captif, sans succès pendant de longues années. Aucune reproduction naturelle 

ou artificielle ne vint soutenir la population en cours d’extinction entre 1995 et 2007, 

suggérant un nombre insuffisant d’adultes issus des dernières cohortes (1988, 1994 

et 1995) pour réamorcer la reproduction naturelle. Ce déficit de reproduction a créé 

un trou dans la pyramide des âges de la population.

(5) En 2007, une reproduction totalement artificielle réussit pour la première fois, et 

une dizaine de millier de larves furent obtenues conduisant au lâcher d’environ 7500 

juvéniles dans la Garonne et la Dordogne (Gonthier 2009). La même réussite a 

également été obtenue en 2008, 2009 avec à chaque fois le lâcher en Dordogne et 

Garonne de dizaines de milliers de juvéniles (Eric Rochard, communication 
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personnelle). En espérant que le succès des reproductions artificielles perdure dans 

les prochaines années, il faudra néanmoins attendre les années 2020 pour que les 

individus issus des premières cohortes artificielles (2007-2009) atteignent la maturité 

sexuelle et permettent un éventuel réamorçage des reproductions naturelles.

(6) Lorsque les reproductions naturelles reprendront, les reproductions artificielles 

pourront être arrêtées (ou limitées). En 2020, la population sera majoritairement 

constituée des individus issus des cohortes artificielles 2007-2020, mais les quelques 

individus plus âgés restants (survivants des cohortes 1995, 1994 et antérieures) 

pourraient dans l’idéal eux aussi participer à la reproduction. Il faudra néanmoins 

attendre encore au moins jusqu’à 2030-2050 pour que le trou lié à l’absence de 

reproduction 1995-2007 s’efface et retrouver une population équilibrée. 

 A noter que ce scénario est plutôt optimiste dans la mesure où (i) la réussite 

des reproductions artificielles à venir n’est pas assurée ; en particulier, il n’y a pas eu 

de reproduction artificielle en cette année 2010 (Eric Rochard, communication 

personnelle) ; (ii) l’efficacité des lâchers de juvéniles nés en captivité est souvent 

limitée (voir Steffensen et al. 2010 pour des données sur Scaphirynchus albus) ; (iii) 

la population a subit un important goulot démographique qui pourrait avoir des 

conséquences néfastes sur sa viabilité à long terme (voir la partie I-C-2-b pour une 

discussion sur les effets de la consanguinité). 

I-B-2-e Statut actuel et perspectives de sauvegarde

 L’espèce A. sturio est aujourd’hui composée : 

- d’une population naturelle en Gironde, dont la reproduction en milieu naturel est à 

l’arrêt depuis 1994. L’effectif exact de cette population est inconnu mais était estimé 

en 1993 à quelques milliers d’individus (Lepage & Rochard 1993) ; nul doute 

qu’aujourd’hui les effectifs sont largement en dessous de ces chiffres. 

- d’un stock ex situ, partagé entre le Cemagref de Bordeaux (>90% du stock) et l’IGB  

(Institut für Gewässerökologie und Binnenfischei) de Berlin (dont les individus 

proviennent du Cemagref de Bordeaux). Le stock français est composé d’environ 80 

géniteurs matures de souche girondine issu des cohortes naturelles de 1988 et 1994 

(environ 40 individus fortement consanguins) et de la cohorte semi-artificielle de 
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1995 (environ 40 individus frères et sœurs issus du croisement de deux individus) ; 

s’y rajoutent depuis 2007 des juvéniles issus de cohortes artificielles de 2007-2010 

(plusieurs dizaines d’individus sont conservés par cohorte).

 A noter que tous les individus de l’espèce sont consanguins, qu’ils soient issus 

du milieu naturel, en captivité, ou relâchés. En effet, la population naturelle restante 

est probablement le fruit de croisement entre apparentés (en liaison avec la 

raréfaction des reproductions naturelles), et le stock captif est constitué d’individus 

issus de cette population mais aussi et surtout de frères et sœurs nés de 

reproductions entre ces individus déjà consanguins. 

A partir des variations d’effectif efficace (i.e. du nombre de reproducteurs réel), 

il est possible d’estimer la consanguinité d’une population (équation 11.5 de 

Frankham et al. 2002 ; pour la formule littérale, voir partie I-C ). Appliquons cette 

formule à la population résiduelle d’esturgeons de Gironde : 

- considérons que la consanguinité était nulle au début du siècle dernier et que les 

effectifs totaux atteignaient alors 100 000 individus. Considérons que ce chiffre ait 

décru linéairement pour finir divisé par 100 en 1980, flirtant ensuite avec des seuils 

très bas dans les années 1975 à 1990 (chiffres plausibles d’après les données de 

captures annuelles réalisées depuis 1950) ; 

- considérons également que l’effectif efficace de la population (le nombre de 

reproducteur effectif) est 10 fois inférieur à l’effectif total, comme c’est le cas pour 

beaucoup de populations naturelles (Frankham 1995a) ; cette estimation est très 

conservative car la maturité sexuelle étant très tardive chez les esturgeons (10-15 

ans), l’effectif efficace est sans doute encore beaucoup plus faible. Entre 1975 et 

2005, le nombre de reproduction naturelle ayant été très faible, un nombre de 

reproducteurs proche de 10 par génération est plausible ; de même entre 2005 et 

2020, puisque les seules reproductions ont été et seront artificielles, et sont réalisées 

à partir d’individus déjà consanguins ; 

- considérons enfin que le temps de génération moyen est de 15 ans. 
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Au vu des hypothèses précédentes, l’évolution du coefficient de consanguinité 

F de la population girondine a suivi la tendance suivante : 

Génération 0 (1900) :  Ne = 10 000    F0 = 0

Génération 1 (1915) :  Ne = 8 000  F1  0 

Génération 2 (1930) :  Ne = 6 000   F2  0 

Génération 3 (1945) :  Ne = 4 000  F3  0 

Génération 4 (1960) :  Ne = 2 000  F4  0 

Génération 5 (1975) :  Ne = 100  F5 = 0,5% 

Génération 6 (1990) :  Ne = 10  F6 = 5,5% 

Génération 7 (2005) :  Ne = 10  F7 = 10,3% 

Génération 8 (2020) :  Ne = 10  F8 = 14,7% 

La population de Gironde a donc actuellement d’après ces estimations un 

coefficient de consanguinité proche de 10%. Le temps de génération important des 

esturgeons est un facteur freinant l’augmentation de la consanguinité, ce qui 

explique pourquoi l’espèce n’est pas encore extrêmement consanguine malgré plus 

de 30 ans à effectifs réduits. Néanmoins, cette estimation est probablement 

largement sous-évaluée, et ce pour deux raisons : (i) la population de 1900 n’avait 

sans doute pas un coefficient de consanguinité nul et (ii) le nombre de géniteurs par 

génération à partir de 1985 a sans doute été inférieur à 10, puisqu’un événement de 

reproduction annuel peut être le résultat du croisement d’un seul couple de géniteur. 

L’analyse génétique de la population girondine laisse d’ailleurs supposer une 

consanguinité bien plus importante que l’estimation ici faite (voir la partie III-B pour 

une analyse du polymorphisme génétique résiduel de la population de Gironde). 

Malgré ce bémol, la réussite des reproductions en captivité entre 2007 et 2009 

permet d’envisager avec espoir le devenir de la dernière population sauvage en 

Gironde, qui reste une priorité absolue de conservation. Avec l’amélioration des 

méthodes de reproduction artificielles et l’augmentation du nombre de juvéniles 

potentiellement produits, s’ouvre également la possibilité de réintroduire l’esturgeon 

européen dans des bassins d’où il a disparu. 
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Comme l’ensemble des espèces d’Acipensériformes, l’esturgeon européen A.

sturio a connu un déclin très important au cours des derniers siècles. D’une espèce 

autrefois commune dans toute l’Europe ne subsiste qu’une seule population, très 

affaiblie et au bord de l’extinction. L’unique façon d’accéder à de nouvelles 

informations sur l’esturgeon européen est donc de se plonger dans le passé, afin 

d’étudier les populations qui ont disparu au cours des siècles. L’analyse de 

documents historiques, l’archéoichtyologie et surtout la paléogénétique ont donc ici 

une importance cruciale. La paléogénétique, en permettant la mise en lumière du 

passé évolutif des espèces, apporte par ailleurs des informations cruciales pour leur 

conservation.
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I-C PALEOGENETIQUE ET BIOLOGIE DE LA CONSERVATION AU CHEVET DES 

ESTURGEONS 

I-C-1 QU’EST-CE QUE LA PALEOGENETIQUE ? 

I-C-1-a L’étude de l’ADN ancien

 Les êtres vivants sont formés de cellules, unité structurale et fonctionnelle de 

la vie. Pour une espèce considérée, chaque cellule porte l’intégralité de l’information 

génétique, sous la forme d’acides nucléiques. Ces acides nucléiques – ribonucléique 

ou ARN et désoxyribonucléique ou ADN – sont composés d’une succession de 

nucléotides chacun formé d’un pentose, d’un groupement phosphate et d’une base 

azotée variable en fonction du type de nucléotide (voir plus loin, figure I-15). Quatre 

bases azotées différentes sont trouvées dans l’ADN : l’adénine (A), la guanine (G) (A 

et G sont les bases puriques), la thymine (T), et la cytosine (C) (T et C sont les bases 

pyrimidiques). Les mêmes bases sont trouvées dans l’ARN à l’exception de l’uracile 

(U) qui remplace la thymine. L’ordre des nucléotides le long des acides nucléiques – 

ou séquence – code les informations nécessaires à la vie des cellules, et varie 

suivant les êtres vivants. La comparaison des séquences de nucléotides permet de 

distinguer les espèces, et constitue la base de la phylogénie moléculaire. 

  Dès qu’une cellule meurt, les molécules qui la composent commencent à se 

dégrader, en particulier les acides nucléiques. Les nucléases endogènes dégradent 

la majorité des molécules d’ADN et d’ARN, rapidement suivies par les nucléases des 

bactéries et autres microorganismes détritivores (Eglinton & Logan 1991). Si les 

conditions environnementales inhibent rapidement l’activité des nucléases 

endogènes et limitent la digestion par les microorganismes, les acides nucléiques 

peuvent subsister un certain temps. Du fait de la réactivité du groupement alcool en 

C2 du pentose, les ARNs se dégradent rapidement, après quelques semaines voire 

quelques jours seulement (Inoue et al. 2002) ; les ADNs sont eux plus stables dans 

le temps et peuvent subsister pendant plusieurs centaines voire milliers d’années 

après la mort (Paabo & Wilson 1991 ; Lindahl 1993). La paléogénétique vise à 
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extraire et à étudier cet ADN résiduel post mortem (ou ADN ancien ou ADNa), 

conservé dans les restes organiques provenant d’organismes ou de cellules mortes 

tels que (i) les ossements, momies, tissus naturalisés ou séchés (Paabo 1985a ; 

Hagelberg et al. 1989 ; Hanni et al. 1990) (ii) les fèces et coprolithes (Hoss et al.

1992 ; Poinar et al. 2001 ; Poinar et al. 2003) (iii) les préparations culinaires et 

parfums (Teletchea et al. 2005 ; Hansson & Foley 2008 ; Schnell et al. 2010) (iv) les 

sédiments et les glaces (Willerslev et al. 1999 ; Willerslev et al. 2004 ; Willerslev et 

al. 2007). 

 La procédure expérimentale employée pour obtenir les séquences d’ADN 

ancien est illustrée dans ses grandes lignes à la figure I-14. 

Figure I-14 : Schématisation de la procédure expérimentale suivie pour obtenir 
une séquence d’ADN ancien à partir d’un ossement. 
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Figure I-15 : Principales réactions de dégradations affectant l’ADN ancien. Les 
réactions d’hydrolyse sont marquées par des flèches vertes ou rouges pour les 
plus fréquentes (dépurination et désamination de cytosine). Les réactions 
d’oxydation sont marquées par des flèches bleues. Modifié d’après Lindahl (1993) 
et Hofreiter et al. (2001a).

Les réactions chimiques qui conduisent à la dégradation de l’ADN après la 

mort sont principalement des réactions d’hydrolyse et d’oxydation (Figure I-15). Les 

réactions d’hydrolyse affectent les liaisons N-glycosidiques reliant pentoses et bases 

azotées et concernent surtout les bases puriques – le taux de dépurination est en 

effet 20 fois supérieur au taux de dépyrimidination (Lindahl & Nyberg 1972). Les sites 

abasiques fragilisent la structure de l’ADN en favorisant les réactions d’hydrolyse sur 

la liaison phosphodiester qui relie deux nucléotides successifs : très rapidement, 

cette liaison est rompu, conduisant à la fragmentation de l’ADN (Lindahl & Andersson 

1972). D’autres réactions d’hydrolyse interviennent, en particulier les réactions de 

désamination des cytosines en uraciles et plus minoritairement des adénines en 

hypoxanthines. La demi-vie d’une cytosine dans une molécule d’ADN double brin est 

ainsi estimée à 30 000 ans (Lindahl 1993). Ces désaminations sont à l’origine de 

mutations artéfactuelles lors de l’amplification de l’ADNa par PCR : l’uracile s’hybride 

en effet avec l’adénine (alors que la cytosine initiale s’hybridait avec la guanine) et 

l’hypoxanthine avec la cytosine (alors que l’adénine s’hybridait avec la thymine), 
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donnant respectivement des mutations C-G  T-A et A-T  G-C. De multiples 

études ont montré que les désaminations de cytosines expliquent la grande majorité 

des mutations artéfactuelles observées dans les études d’ADNa (Hofreiter et al.

2001b ; Gilbert et al. 2003 ; Binladen et al. 2006 ; Stiller et al. 2006 ; Briggs et al.

2007 ; Gilbert et al. 2007). Des réactions d’oxydation interviennent également, 

modifiant la structure hélicoïdale de l’ADN ou la structure des bases (Lindahl 1993) ; 

les modifications induites constituent souvent des points d’arrêt infranchissables par 

la Taq polymérase (enzyme utilisée pour l’amplification de l’ADN lors de la PCR), 

interdisant toute amplification par PCR. Enfin, d’autres types de réactions peuvent 

intervenir, telle que la dimérisation des thymines favorisée par le rayonnement UV 

(Douki et al. 2003) ou des réactions de Maillard (Lee & Cerami 1987), réactions qui 

ont globalement les mêmes conséquences néfastes que les réactions d’oxydations 

sur l’amplification par PCR. 

Après un certain temps, les effets combinés sur l’ADN de toutes les 

dégradations chimiques sont tellement importants qu’aucune molécule utile au 

biologiste moléculaire ne subsiste ; dans des conditions standard (pH neutre, 

température de 15°C, salinité physiologique), l’ADN est théoriquement totalement 

détruit après environ 100 000 ans (Paabo & Wilson 1991 ; Lindahl 1993). 

Toutes les réactions chimiques dégradant la quantité et la qualité de l’ADN 

post mortem sont favorisées par un milieu aqueux (hydrolyses), oxygéné 

(oxydations) et par des températures élevées (accélération de la cinétique des 

réactions) (Lindahl 1993). L’ADN a donc de meilleures chances d’être conservé dans 

un milieu sec, anoxique et à basse température sans succession gel-dégel (Hoss et 

al. 1996 ; Poinar et al. 1996 ; Poinar 1998 ; Smith et al. 2001 ; Smith et al. 2003). 

Très peu d’études ont d’ailleurs rapporté des résultats positifs sur des substrats 

provenant de régions tropicales ou désertiques, et dans ces cas l’ADN était très 

dégradé (Marota & Rollo 2002 ; Orlando et al. 2008). Des conditions 

environnementales particulières sont donc indispensables à la préservation de l’ADN 

post mortem, qui dans la majorité des cas est totalement dégradé bien avant les 

100 000 ans théoriques. Néanmoins, dans des conditions de gel permanent comme 

dans le permafrost ou les glaces continentales (mimant un congélateur géant), de 

l’ADN vieux de plus de 400 000 ans a pu être récupéré et analysé (Willerslev et al.

2003 ; Willerslev et al. 2004). 
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 L’ADN étant fragmenté et chimiquement modifié au cours du temps, deux 

écueils doivent être évités afin d’authentifier des séquences anciennes : 

1) la contamination. L’ADN moderne est un bien meilleur substrat pour la Taq

polymérase, comparé à l’ADNa. En cas de contamination de l’ADNa par de l’ADN 

moderne, ce dernier sera donc amplifié de façon privilégiée et non spécifique, 

conduisant à des résultats erronés. Ce problème de contaminations est 

particulièrement important pour les analyses d’ADNa humain (puisque dans ce cas 

nous sommes nous-mêmes les contaminants) ; 

2) les mutations artéfactuelles. Les modifications de base liées à l’altération chimique 

de l’ADNa brouillent l’information originale porté par cet ADN. Par exemple les 

substitutions C-G  T-A induites par les désaminations de cytosines, si elles ne sont 

pas détectées comme artéfactuelles, peuvent conduire à des résultats biaisés. 

 Afin d’éviter les erreurs lors des analyses d’ADNa, des critères 

d’authentification ont été établis (voir par exemple Cooper & Poinar 2000 ; Hofreiter

et al. 2001a ; Poinar 2003 ; Paabo et al. 2004 ; Gilbert et al. 2005). La figure I-16 

présente succinctement ces principaux critères, que nous avons appliqués au cours 

de cette thèse (voir l’annexe 1 pour une description détaillée des méthodes utilisées). 

Figure I-16 : critères d'authenticité pour les études d'ADN ancien. 
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I-C-1-b Histoire abrégée (figure I-17)

 La paléogénétique est une discipline relativement récente, puisque ses 

sources remontent aux années 1980, quand Higuchi et al. (1984) séquencèrent pour 

la première fois une portion d’ADNmt issue d’un fragment de muscle séché d’un 

quagga (espèce de zèbre aujourd’hui disparue) mort au milieu du 19e siècle.

S’en suivi une période un peu folle où l’ADNa fut traqué dans toute une 

gamme de restes biologiques (Paabo 1985b ; Hagelberg et al. 1989 ; Paabo 1989 ; 

Hanni et al. 1990 ; Hoss et al. 1992) grâce à l’utilisation de la PCR nouvellement 

inventée (Saiki et al. 1985). La recherche du scoop conduisit à la découverte d’ADNa 

dans des fossiles vieux de plusieurs millions d’années, comme des feuilles de 

Magnoliacées du Miocène (Golenberg et al. 1990), des os de Dinosaures du Crétacé 

Supérieur (Woodward et al. 1994) ou encore des Insectes conservés dans l’ambre 

du Crétacé Inférieur (Cano et al. 1993). Le mirage d’une fenêtre ouverte sur la 

génétique d’espèces disparues depuis le Crétacé s’estompa bien vite lorsque la 

communauté scientifique s’aperçut que ces résultats n’étaient pas reproductibles, et 

correspondaient probablement à des contaminations (Sidow et al. 1991 ; Zischler et 

al. 1995 ; Gutierrez & Marin 1998).  

Ces débuts mitigés eurent deux conséquences : (i) la discipline fut plongée 

dans le doute et sujette à la suspicion ; (ii) elle dut apporter une réponse à ces 

questionnements par l’établissement de critères stricts nécessaires à 

l’authentification des résultats paléogénétiques (voir figure I-16). Avec ces critères 

d’authenticité imposés comme une référence, la discipline atteignit l’âge de la 

maturité à la fin des années 1990 et gagna en crédibilité. 

Enfin, depuis 2005 et l’apparition des méthodes de séquençage d’ADN à haut 

débit (454, Solid, GenomeAnalyser...), le domaine de la paléogénétique vit une 

révolution, comme d’ailleurs toute la génétique moléculaire. Les précautions 

nécessaires pour éviter les contaminations sont toujours indispensables, mais 

l’énorme quantité de séquences analysables grâce au haut débit permet de mieux 

caractériser les mutations artéfactuelles (Stiller et al. 2006 ; Briggs et al. 2007 ; 

Gilbert et al. 2007) et de d’obtenir des jeux de données conséquents en peu de 

temps (Gilbert et al. 2008a ; Stiller et al. 2009). 
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Figure I-17 : Principaux faits marquants de la paléogénétique depuis ses débuts. 

I-C-1-c Utilisations des données paléogénétiques

 Phylogénie. 

Une application évidente des recherches paléogénétiques est la possibilité de 

placer les espèces éteintes au sein des phylogénies d’espèces actuelles. Cet aspect 

a été particulièrement développé aux débuts de la discipline, avec les exemples du 

quagga (parmi les Equidés) (Higuchi et al. 1984), des moas néo-zélandais (parmi les 

Struthioniformes ; Figure I-18) (Cooper et al. 1992), du loup de Tasmanie (parmi les 

Marsupiaux) (Krajewski et al. 1992), de l’ours des cavernes (parmi les Ursidés) 

(Hanni et al. 1994) ou encore du mammouth (parmi les Eléphantidés) (Hagelberg et 

al. 1994 ; Hoss et al. 1994). Ces études se sont essentiellement basées sur l’ADNmt, 

plus facile à étudier sur les restes anciens car présent en un plus grand nombre de 

copies par cellule. 
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Figure I-18 : Placement des Moas (oiseaux éteints de Nouvelle-Zélande) dans la 
phylogénie des Struthioniformes (oiseaux piéteurs), réalisée à partir de 390 pb de 
l’ARN mitochondrial 12S. Les Kiwis (oiseaux de Nouvelle-Zélande encore vivants) 
ne sont pas regroupés avec les Moas, indiquant deux colonisations indépendantes 
de la Nouvelle-Zélande par les Struthioniformes, à l’origine des Moas et des Kiwis 
(modifié d'après Cooper et al. 1992). 

 La paléogénétique permet même parfois de redécouvrir des taxons qui étaient 

considérés comme éteints. Steeves et al. (2010) ont par exemple étudié l’ADN de 

fossiles d’oiseaux de l’Holocène attribués à l’espèce Sula tasmani – considérée 

comme éteinte – et l’ont comparé à celui d’espèces d’oiseaux actuelles vivant dans 

la même région. Ils se sont aperçus que l’ADN du taxon éteint était identique à celui 

de l’espèce actuelle S. dactylatra fullagari, indiquant que S. tasmani n’avait pas 

disparu mais était en fait S. dactylatra  fullagari.

 Histoire des populations.

Lorsqu’un nombre important d’échantillons anciens est étudié, il est possible 

d’appliquer les méthodes de la génétique des populations. Une comparaison entre la 

situation présente et la situation passée à un point donné dans le temps est le plus 

souvent effectuée lorsque le sujet d’étude est une espèce encore vivante. Dans 

certains cas où les échantillons anciens sont échelonnés sur une plus grande 
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période de temps, de multiples points dans le passé peuvent être comparés entre 

eux et éventuellement avec le présent. Une revue récente portant sur 29 articles 

traitant de ce sujet a été réalisé par Ramakrishnan & Hadly (2009).  

Citons les exemples du Rat Kangourou de Californie (stabilité génétique de 

trois populations entre le début et la fin du 20e siècle ; Thomas et al. 1990 ; Figure I-

19a), des Géomyidés (stabilité génétique d’une population pendant les 3000 

dernières années ; Hadly et al. 1998), de l’ours brun (suivi de la population 

béringienne sur 60 ka, avec de multiples variations, extinctions d’haplotypes, 

réinvasions... ; Leonard et al. 2000 ; Barnes et al. 2002), ou encore de l’ours des 

cavernes (variations génétiques sur la grotte de Sclayn entre -130 ka et -40 ka ; 

Orlando et al. 2002 ; Figure I-19b). Chez les Poissons, des analyses génétiques de 

populations au cours du temps ont été réalisées par exemple sur la morue 

(Hutchinson et al. 2003) ou le thon rouge (Riccioni et al. 2010). 

Figure I-19 : Exemples de suivi temporel de 
populations ou espèces : a- 3 populations 
californiennes de rats kangourous (A, B et C) 
(Thomas et al. 1990) b- Ours des cavernes de 
Sclayn (Belgique), avec relation au climat 
(Orlando et al. 2002) c- Bisons béringiens, avec 
modèle démographique (Shapiro et al. 2004). 
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De nouveaux outils d’analyse des données génétiques, en particulier les 

modélisations bayésiennes basées sur la théorie de la coalescence, permettent 

désormais de mieux estimer les paramètres évolutifs et démographiques tels que les 

dates de divergence (en prenant en compte l’âge des séquences anciennes) ou la 

taille efficace des populations disparues.  

Ce type d’étude nécessite un jeu de données informatif (nombre d’individus et 

nombre de sites polymorphes importants), ce qui a par exemple été réalisé sur le 

bison (Shapiro et al. 2004 ; Figure I-19c), le mammouth (Debruyne et al. 2008) ou le 

bœuf musqué (Campos et al. 2010).

 Phylogéographie.

Pour les espèces vivantes dont l’aire de répartition a été drastiquement réduite 

ou pour les espèces éteintes, analyser la diversité génétique sur l’ensemble de la 

distribution permet d’accéder à des informations sur l’histoire évolutive de l’espèce et 

sur sa biologie. L’ours brun est sans doute l’un des modèle qui a été le plus étudié, 

puisqu’aux données sur les populations actuelles sont venues se rajouter celles de 

populations disparues nord-américaines (Miller et al. 2006), européennes (Valdiosera

et al. 2007) et nord-africaines (Calvignac et al. 2008 ; Calvignac et al. 2009). Le cas 

des lions (Barnett et al. 2006a, b ; Barnett et al. 2009) et des loups (Vila et al. 1999 ; 

Koblmuller et al. 2009 ; Munoz-Fuentes et al. 2009 ; Slater et al. 2009) ont également 

été bien décrits. 

L’analyse de la diversité génétique dans l’espace et le temps sur les espèces 

commensales ou domestiquées par l’Homme permet également d’identifier ou de 

confirmer certaines voies de migration humaines. Les exemples des chèvres 

(Fernandez et al. 2006) ou des porcs en Europe (Larson et al. 2007) sont pertinents 

à cet égard (Figure I-20). 

 Régime alimentaire.

L’analyse génétique des fèces fournit des informations (i) sur l’individu source 

qui les a produites, puisqu’elles contiennent des cellules mortes issues de son 

tractus digestif (Figure I-21a), mais aussi (ii) sur la nourriture qu’il a consommé, 

puisqu’elles contiennent des résidus non digérés qui en sont issu, ce qui permet de 

mieux connaître ses habitudes alimentaires mais aussi l’environnement dans lequel il 

vit ou vivait (Figure I-21b). 
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Figure I-20 : Diversité génétique des porcs et migration humaine. Trois groupes 
génétiques distincts de porcs ont été identifiés en Europe et au Proche-Orient 

rait été ramené en Europe occidentale 
 suivant la voie danubienne. Modifié 

son et al. (2007). 

(rouge, orange et jaune). Le groupe jaune au
lors de la Néolithisation par les hommes,
d’après Lar

Figure I-21 : Analyse génétique d’un coprolithe datant d’environs 20 ka BP. 
a- L’analyse d’un marqueur mitochondrial à large spectre (ARN 12S) identifie 
l’espèce source comme étant proche du paresseux terrestre, disparu il y a 11 ka (la 
séquence de référence du paresseux terrestre a été obtenu à partir d’un os) ;
b- L’analyse de marqueurs chloroplastiques à large spectre (rbcL) permet de 
détecter les différents végétaux présents dans la déjection, indiqués en % des 
clones séquencés (n=188). Près de la moitié des clones n’ont pu être assignés à 
aucune famille végétale car les banques de données ne contenaient pas de 
séquences proches. D’après Poinar et al. (1998). 

L’analyse des fèces fraîches ou fossilisées (nommées alors coprolithes) est 

applicable aux herbivores (Poinar et al. 1998 ; Hofreiter et al. 2000 ; Poinar et al.

2003 ; van Geel et al. 2008) comme aux omnivores (dont l’Homme) et aux carnivores

(Hoss et al. 1992 ; Poinar et al. 2001 ; Deagle et al. 2005 ; Gilbert et al. 2008b). 
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 Paléoenvironnements

La démonstration de la présence d’ADNa amplifiable conservé dans les 

glaces continentales (Willerslev et al. 1999 ; Willerslev et al. 2007) ainsi que dans les 

sédiments du permafrost (Willerslev et al. 2004 ; Lydolph et al. 2005), des grottes 

(Willerslev et al. 2003 ; Haile et al. 2007) ou des lacs (Matisoo-Smith et al. 2008) 

constitua une avancée supplémentaire. L’amplification de marqueurs génétiques 

mitochondriaux et chloroplastiques à large spectre permet en effet d’identifier la 

faune et la flore présentes dans ces environnements. Willerslev et al. (2007) ont ainsi 

pu montrer l’existence d’une forêt boréal au Groenland il y a plus de 100 000 ans 

(Figure I-22). 

Figure I-22 : Analyse génétique de glaces du Groenland (carotte Dye3) datant de 
800-450 ka BP. L’utilisation de marqueurs chloroplastiques à large spectre (rbcL
et trnL) indique la présence d’herbacées et d’arbres typiques d’une forêt boréale. 
Sur l’ensemble des clones séquencés (n=549), 45% ont été éliminés car ils ne 
passaient pas les filtres d’authentification et d’identification ; seules les séquences 
ayant passées ces filtres sont présentés ici. D’après Willerslev et al. (2007). 

 Traits phénotypiques

La grande majorité des analyses paléogénétiques portant sur les Eucaryotes 

s’est focalisée sur l’ADNmt. Mais avec l’amélioration des méthodes, de plus en plus 

d’études se sont orientées vers l’ADN nucléaire (ADNnuc) qui contient les gènes 
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codant pour la plupart des traits phénotypiques (Hunter 2006). De nombreuses 

études se sont ainsi intéressées aux traits phénotypiques d’espèces disparues, 

comme la couleur du pelage (Rompler et al. 2006) ou l’adaptation au froid (Campbell

et al. 2010) chez le Mammouth. D’autres ont analysé les origines phylogénétique de 

traits phénotypiques d’espèces encore vivantes comme la robe des chevaux (Ludwig

et al. 2009a ; Figure I-23) ou le pelage des loups (Anderson et al. 2009 ; Barsh et al.

2009). Et bien sûr, l’origine des caractéristiques différenciant l’Homme des autres 

Primates a été recherchée, par exemple l’étude du langage à partir de données 

génétiques tirées de l’Homme de Néandertal (Krause et al. 2007). 

Figure I-23 : Evolution du polymorphisme de coloration de la robe chez les 
chevaux entre le Pléistocène et l’Âge du fer. Huit polymorphismes nucléotidiques 
(SNPs) impliqués dans la coloration ont été génotypés sur 89 ossements anciens. 
a : Bai, b : Noir, c : Alezan, d : Pie tobiano, e : Pie sabino, f : Isabelle, g : Noir 
argenté. D’après (Ludwig et al. 2009a). 

Par ailleurs, avec les méthodes de séquençage à haut débit, l’accès à des 

génomes anciens nucléaires complets est maintenant possible, ouvrant la voie à la 

recherche systématique de traces de sélection (les traces de sélection positive étant 

les plus recherchées) permettant d’identifier les traits qui ont récemment évolué dans 

telle ou telle lignée. La publication récente du génome nucléaire complet de l’Homme 

de Néandertal est bien sûr au centre de toutes les attentions (Green et al. 2010), 

puisque par comparaison avec les génomes des Hommes modernes et des autres 

Primates (surtout le chimpanzé), il permettra de déterminer ce qui fait notre 

spécificité (Lambert & Millar 2006). 
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 Analyses de parenté

Clarifier les généalogies du passé intéresse surtout les historiens et les 

anthropologues. La paléogénétique a permis par exemple d’identifier les restes du 

Tsar Nicolas II et de ses proches – exécutés après la Révolution russe en 1918 – 

(Ivanov et al. 1996 ; Coble et al. 2009) ou de clarifier les relations de parentés entre 

les momies égyptiennes de la famille de Toutankhamon (Hawass et al. 2010) – 

pharaon de la XVIIIe dynastie. Attention toutefois, les résultats paléogénétiques 

obtenus à partir de restes humains ne sont pas toujours fiables. 

La paléogénétique permet d’arracher de l’oubli les séquences d’ADN 

conservées dans les restes biologiques anciens. L’analyse des informations portées 

par ces séquences permet de répondre à toute une gamme de questions 

fondamentales auxquelles les chercheurs ne pensaient pas pouvoir répondre un jour, 

et induit également toute une gamme d’applications en biologie de la conservation. 

I-C-2 BIOLOGIE DE LA CONSERVATION ET PALEOGENETIQUE

I-C-2-a La biologie de la conservation, discipline de crise

 Les activités humaines depuis plusieurs milliers d’années en général (chasse, 

déforestation, agriculture, élevage), et depuis le début de l’ère industrielle en 

particulier (urbanisation, agriculture intensive, pollution, exploitation intensive des 

ressources naturelles et sans doute réchauffement climatique) ont contribué et 

contribuent à la disparition ou à la raréfaction de nombreuses espèces (Pimm & 

Raven 2000 ; Halpern et al. 2008 ; Schipper et al. 2008). La biologie de la 

conservation est née dans ce contexte de crise, avec pour objectif la description et la 

préservation de la biodiversité dans sa globalité. Le cœur de la discipline est la 

compréhension des facteurs et des processus conduisant à l’extinction des espèces, 

et bien sûr la prévention de ces extinctions. C’est une discipline mixte ayant des 

fondations biologiques (écologie, systématique, génétique) mais englobant 

également les apports des sciences humaines et sociales et l’expérience des 

gestionnaires de terrain (Meine et al. 2006). Le premier congrès sur la biologie de la 

conservation eu lieu en 1978 à San Diego et peut être considéré comme l’acte 
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fondateur de la discipline, même si ses racines peuvent être retracées jusqu’au 19e

siècle (Wallace 1863 p.234 ; Marsch 1864 p.57-127). Les comptes-rendus de ce 

congrès furent publiés en 1980 sous le titre Conservation Biology: An Evolutionary-

Ecological Perspective (Soulé & Wilcox 1980).

Au départ, les biologistes de la conservation s’intéressaient principalement (i) 

à la génétique, à la démographie et à la viabilité des petites populations ; (ii) à la 

fragmentation, à la dégradation et à la conservation des habitats ; (iii) à la gestion 

des aires naturelles et au suivi des espèces en danger (Meine et al. 2006). Avec 

l’intégration des nouvelles connaissances, de nouvelles questions se sont ajoutées 

telles que (i) les interactions entre espèces au sein des écosystèmes, (ii) l’impact du 

climat et en particulier du réchauffement climatique sur la biodiversité et (iii) 

l’attribution d’une valeur à la biodiversité et la définition de priorités de conservation. 

 La biologie de la conservation a intégré les innovations méthodologiques 

d’autres champs disciplinaires pour s’enrichir. C’est ainsi que la modélisation 

informatique, les systèmes d’informations géographiques (SIG) ou encore la 

génétique ont pris une place centrale dans la discipline. La génétique, par la 

pertinence et la précision des informations qu’elle fournit, constitue un outil majeur de 

prise de décision en biologie de la conservation. 

I-C-2-b Apports de la génétique de la conservation

 Que conserver ? Définition des unités de conservation et clarification des 

relations taxonomiques.

La répartition des efforts de conservation est conditionnée par l’identification 

des entités menacées, qu’il est donc impératif de caractériser le plus précisément 

possible. Ces entités sont généralement identifiées à deux niveaux : celui de 

l’espèce et celui de la population (ou du groupe de populations). Au sens biologique, 

une espèce est un groupe d’individus interfertiles engendrant une descendance 

fertile (Mayr 1963). Chaque espèce ayant ses caractéristiques morphologiques et 

génétiques propres, constitue une entité à préserver. Par ailleurs au sein d’une 

même espèce, des variations peuvent exister, ce qui a conduit les biologistes à créer 
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de multiples catégorisations au niveau intraspécifique incluant les sous-espèces, les 

populations, les stocks,...  

Afin de répondre à un besoin de clarification et d’unification au niveau 

intraspécifique, la notion d’ESU pour « Evolutionarily Significant Unit » ou « Unité 

Evolutivement Significative » a été introduite (Ryder 1986). Une ESU peut se définir 

comme un groupe d’individus reproductivement isolé ayant une identité génétique 

propre, représentant une composante évolutive importante de l’espèce (King & Burke 

1999 ; voir aussi Fraser & Bernatchez 2001 pour une revue sur la multitude de 

définitions du terme ESU). Chaque ESU est génétiquement différenciée des autres et 

dispose donc théoriquement d’un potentiel adaptif distinct, ce qui justifie des efforts 

de conservation séparés (Moritz 1994). L’ESU constitue l’unité de base de la 

conservation.

La bonne définition des unités de conservation est critique afin d’éviter 

(i) l’extinction d’espèces (ou d’ESUs) non identifiées, (ii) les mélanges par hybridation 

d’espèces (ou d’ESUs) non identifiées, (iii) de consacrer du temps et de l’argent à 

des espèces (ou ESUs) communes ou des populations hybrides n’ayant pas un 

statut d’espèce (ou d’ESU) (Frankham et al. 2002).

Les caractéristiques morphologiques des organismes ont servi de base à la 

définition de ces unités de conservation, mais depuis l’avènement des marqueurs 

moléculaires à la fin des années 1960, les critères génétiques sont majoritairement 

utilisés (Moritz 1994). Ils offrent une résolution phylogénétique bien meilleure (dans 

le sens où les espèces et les populations peuvent être distinguées sur la base de 

nombreux marqueurs génétiques diagnostiques) et permettent de résoudre bon 

nombre d’incertitudes taxonomiques, insolubles ou mêmes insoupçonnées 

auparavant. L’exemple des complexes d’espèces jumelles ou cryptiques est parlant : 

lorsque plusieurs espèces sont très semblables morphologiquement, elles sont très 

difficiles voir impossibles à identifier ; l’existence de ces groupements d’espèces est 

connue depuis plus de 300 ans, mais il a fallut attendre l’invention de la PCR et 

l’utilisation systématique de la génétique pour que le nombre d’espèces cryptiques 

décrites augmente de façon exponentielle (Bickford et al. 2007). Hebert et al. (2004) 

ont par exemple identifié 10 espèces différentes de papillons à partir de l’espèce 

morphologique Astraptes fulgerator.
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 Contrôle du commerce

En fournissant des outils de reconnaissance rapide des espèces, la génétique 

permet de détecter le commerce illégal. L’utilisation des marqueurs moléculaires 

s’est donc rapidement répandu pour le contrôle du commerce des produits issus 

d’espèces protégées, comme le caviar des esturgeons (DeSalle & Birstein 1996 ; 

Ludwig et al. 2002a ; Ludwig 2008 ; Rehbein et al. 2008 ; Waldman et al. 2008), la 

viande des baleines (Baker et al. 2006 ; Baker et al. 2007), l’ivoire des éléphants et 

des rhinocéros (Wasser et al. 2004) ou encore le bois tropical (Finkeldey et al. 2010). 

 Caractérisation de l’hybridation et de l’introgression

L’hybridation correspond à un croisement entre différentes espèces, 

conduisant à une descendance viable. L’hybridation naturelle produit souvent des 

hybrides non fertiles, mais dans certains cas les hybrides de première génération 

sont capables de se croiser entre eux ou avec les espèces parentes, conduisant à 

des flux de gènes d’une espèce à l’autre : cette situation est nommée introgression 

(Rhymer & Simberloff 1996). La détection des hybrides est restée basée sur des 

caractéristiques morphologiques jusque dans les années 1960, partant du postulat 

que les individus hybrides ont un phénotype intermédiaire entre les deux espèces 

parentales (Smith 1992). Mais ce n’est pas toujours le cas, et la morphologie ne 

permet généralement pas non plus de distinguer les différents états d’hybridation 

(génération F1, F2 ou après de multiples croisements). L’utilisation des marqueurs 

génétiques a beaucoup simplifié la détection des hybrides, permettant parfois d’initier 

des mesures de conservation.

L’hybridation avec des espèces communes représente en effet une menace 

importante pour certaines espèces rares car l’introgression conduit à l’érosion de leur 

identité génétique et à terme à leur disparition pure et simple (Rhymer & Simberloff 

1996 ; Allendorf et al. 2001). Ce problème se pose pour de nombreuses espèces, 

notamment de Plantes, de Poissons ou d’Oiseaux (Grant & Grant 1992 ; Ellstrand et 

al. 1999 ; Perry et al. 2002). Chez les Mammifères, les exemples sont plus rares 

mais il a été démontré grâce à la génétique que le loup éthiopien Canis simiensis – 

espèce menacée d’extinction –  s’hybridait avec les chiens domestiques (Gottelli et 

al. 1994). 
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Par ailleurs, certains taxons décrit comme des espèces à part entière se sont 

révélées être le fruit d’une hybridation. Dans ce cas, le statut de la population hybride 

dépend de la nature de l’hybridation. Si l’hybridation est naturelle, alors la population 

hybride représente une entité évolutive qu’il est nécessaire de conserver ; c’est le 

cas par exemple du loup rouge américain Canis rufus, qui fut identifié grâce à la 

génétique comme un hybride de loup gris Canis lupus et de coyote Canis 

latrans (Wayne & Jenks 1991). Si l’hybridation est artificielle, résultant de 

l’introduction d’une espèce exotique dans l’aire de répartition d’une espèce 

autochtone ou bien directement de croisements artificiels réalisés en captivité, alors 

la population hybride n’a pas lieu d’être conservée ; c’est le cas par exemple des 

populations canadiennes hybrides de truite fardée Oncorhynchus clarki lewisi

(espèce native) et de truite arc-en-ciel O. mykiss (espèce introduite) (Rubidge & 

Taylor 2004).

 Statut et viabilité des populations

 Les marqueurs moléculaires permettent d’estimer la variabilité génétique des 

populations et donc leur viabilité à long terme, partant du principe que plus une 

population est variable génétiquement, plus elle dispose d’un potentiel adaptatif 

important qui lui permettra de survivre à d’éventuelles variations environnementales 

(infection par un pathogène, nouvelles espèces compétitrices, changements 

climatiques...) (Barrett & Schluter 2008).  

La diversité génétique est générée par mutation au cours des générations, et 

se perd par les effets de la sélection (un variant génétique étant favorisé ou 

défavorisé) et/ou de la dérive génétique (le hasard conduisant à la conservation de 

tel variant et à l’élimination de tel autre). Les effets de la sélection et de la dérive 

génétique sont dépendants du locus considéré et de la taille de la population ; en 

particulier l’effet de la dérive génétique est d’autant plus important et celui de la 

sélection d’autant plus faible que la population a un effectif limité. Les espèces 

menacées ayant par définition souvent des petites populations, elles sont moins 

sujettes à la sélection (ce qui limite par exemple l’élimination des variants génétiques 

défavorables) et plus sensibles à la dérive (ce qui les expose à une perte accrue de 

diversité) (Frankham et al. 2002).
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Les faibles effectifs conduisent également à la consanguinité par des 

croisements entre apparentés, ce qui accentue la perte de diversité génétique et 

expose à l’expression des variations génétiques délétères rares ou tares génétiques 

(Keller & Waller 2002). La consanguinité rend ainsi les populations naturelles plus 

sujettes à l’extinction (Frankham & Ralls 1998 ; O'Grady et al. 2006), en induisant 

une baisse du taux de survie et de reproduction des individus. Ralls et al. (1988) ont 

en effet étudié 40 populations de Mammifères et ont mis en évidence un taux de 

mortalité plus élevé chez les individus consanguins pour 36 d’entre elles. Chez le 

poisson mexicain Poeciliopsis monacha, la comparaison de populations « normale » 

et « consanguine » a permis de corréler la consanguinité à la présence de 

déformations corporelles – dont une courbure anormale de la colonne vertébrale – et 

à une plus faible résistance à l’hypoxie (Vrijenhoek et al. 1992 ; Vrijenhoek 1994).

Le coefficient de consanguinité d’un individu peut être calculé si son pedigree 

est connu, comme par exemple dans les zoos (Boakes et al. 2007 ; Wolc et al.

2008). L’histoire des croisements dans une population sauvage est en général 

inconnue, mais il est possible d’estimer le coefficient de consanguinité à l’instant t par 

la perte d’hétérozygotie observée entre l’instant t0 et l’instant t, ou bien à partir des 

variations de la taille efficace Ne : 

Ft = 1 – (Ht / H0)   (Frankham et al. 2002 ; équation (11.5), p. 266) 

Ft = 1 –  [1 – 1 /(2Ne i)]  (Frankham et al. 2002 ; équation (11.5), p. 266) 
t

i = 1 

 Les marqueurs moléculaires permettent nous l’avons vu de détecter les 

échanges génétiques entre espèces (hybridation), mais aussi entre populations 

d’une même espèce lorsque celles-ci sont génétiquement différenciées. 

L’identification des patrons de migration peut être réalisée grâce à la génétique de 

façon complémentaire avec les données de terrain, ce qui permet d’estimer la 

résistance de l’espèce à la fragmentation de son habitat, problème souvent majeur 

pour les espèces menacées (Lowe & Allendorf 2010). Si les populations fragmentées 

n’échangent plus de gènes, leur diversité génétique tendra à décroître et leur 

consanguinité à s’accroître (Couvet 2002). 
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 Gestion des populations sauvages

Les populations sauvages menacées peuvent faire l’objet de diverses 

mesures de conservation comme : (i) l’augmentation du nombre d’individus afin 

d’éviter les problèmes liés aux faibles effectifs ; le choix de la population source des 

individus néo-introduits se fait sur des critères génétiques quand cela est possible, 

afin de maximiser les bénéfices tout en conservant l’identité de la population 

supplémentée ; (ii) l’échange d’individus entre populations fragmentées ou bien la 

création de corridors d’habitat favorable entre elles, afin de maintenir les flux 

géniques entre les isolats ; (iii) le déplacement des individus dans un nouvel habitat 

favorable et préservé. 

 Gestion des populations captives

Pour certaines espèces, le maintien de populations captives dans les zoos, 

aquariums et autres réserves, constitue le dernier rempart avant l’extinction pure et 

simple : c’est le cas par exemple pour le cerf du père David (Zhigang & Harris 2008), 

l’oryx algazelle (IUCN 2008), ou la corneille d’Hawaï (IUCN 2010b). Ces populations 

captives peuvent également servir au repeuplement des populations naturelles, 

comme pour l’esturgeon d’Europe (Gonthier 2009) ou le tamarin lion doré (Kierulff et 

al. 2008).

Les populations maintenues en captivité sont généralement fondées à partir 

d’un nombre limité d’individus et peuvent donc subir une détérioration de leurs 

caractéristiques génétiques en liaison avec la consanguinité – perte de diversité 

génétique, accumulation de mutations délétères en particulier. Un programme de 

reproduction artificielle doit être établi sur la base des relations de parenté connues 

ou de la proximité génétique des individus (mesurée à l’aide des marqueurs 

moléculaires), afin de limiter la consanguinité et de maximiser la rétention de la 

diversité génétique présente. L’objectif est alors de maximiser le nombre de 

géniteurs et d’équilibrer leur descendance (un géniteur ne devant pas fournir les ¾ 

des descendants constituant la génération suivante).

Parfois – comme pour l’esturgeon européen – le choix des géniteurs est 

néanmoins limité par les contraintes de maturation sexuelle et les croisements ne 

peuvent être contrôlés à volonté. 

- 58 -



INTRODUCTION GENERALE : PALEOGENETIQUE ET CONSERVATION

Les populations captives sont également caractérisées par une adaptation 

génétique aux conditions d’élevage, ce qui réduit souvent leur capacité à réintégrer 

le milieu naturel (Frankham 2008). Ce point est pour l’instant relativement délaissé, 

mais constitue la principale menace pour les espèces produisant un grand nombre 

de descendants – par exemple les poissons comme les esturgeons – car les effets 

de la sélection sont d’autant plus importants que le nombre d’individus sur lesquels 

elle s’exerce est grand (Allendorf & Luikart 2006).

Le nombre d’œufs pondus par une seule femelle saumon ou esturgeon 

pouvant atteindre plusieurs milliers, la sélection des œufs les plus adaptés aux 

conditions artificielles est d’autant plus forte. Plusieurs études ont d’ailleurs montré 

que le taux de survie et de reproduction de Salmonidés nés et élevés en captivité 

étaient de l’ordre de 0 à 15% par rapport à des poissons sauvages (Leider et al.

1990 ; Fleming et al. 2000 ; McGinnity et al. 2003).

Pour réduire ce phénomène, Frankham (2008) recommande de minimiser le 

nombre de générations de captivité, de fragmenter les populations captives (ne pas 

mettre tous ses œufs dans le même panier) et d’apporter régulièrement si possible 

de nouveaux individus sauvages dans la population captive.  

I-C-2-c Plus-value apportée par la paléogénétique

 De la profondeur dans la dimension temporelle

L’analyse génétique des populations naturelles ayant débuté il y a seulement 

quelques décennies – et ne s’étant intensifiée qu'à partir des années 1990 – les 

biologistes de la conservation disposent souvent d’un recul très limité dans la 

dimension temporelle. Les seules informations disponibles sont celles qu’ils peuvent 

inférer à partir de l’analyse des données actuelles. Les événements évolutifs 

(sélection) et démographiques (réduction, expansion) laissent en effet une empreinte 

détectable au niveau génétique, dont l’intensité est généralement corrélée à 

l’intensité et au type d’événement (Figure I-24A). 
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Figure I-24 : Quand la paléogénétique apporte la lumière sur l’histoire évolutive 
et démographique des espèces. A : L’analyse seule des données génétiques 
actuelles permet d’accéder à l’histoire récente de l’espèce, mais pas à des 
événements anciens comme le goulot 1. B : Dans le cas où l’espèce est menacée 
et subit un goulot démographique 2, les donnes génétiques résiduelles sont 
partielles et ne permettent d’accéder qu’à une partie fragmentaire de l’histoire de 
l’espèce. C : La paléogénétique éclaire directement l’histoire passée de l’espèce, 
et permet de détecter des événements anciens comme le goulot 1. 

Néanmoins, les espèces menacées ont par définition subi des réductions 

drastiques de leurs effectifs – ou goulots démographiques – qui comptent parmi les 

événements affectant le plus les caractéristiques génétiques. Ces goulots 

s’accompagnent en effet d’une érosion de la diversité génétique et d’un déséquilibre 

des fréquences alléliques pour les locus diploïdes, traces facilement détectables par 

l’analyse des marqueurs moléculaires (Nei et al. 1975 ; Cornuet & Luikart 1996 ; 

Luikart et al. 1998). Les conséquences génétiques des goulots démographiques sont 

souvent tellement marquantes qu’elles masquent tout ou partie des traces laissées 

par les événements antérieurs, qui ne sont ainsi plus accessibles aux scientifiques 

(Figure I-24B). 
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La paléogénétique ouvrant l’accès à la diversité génétique ancienne, elle 

permet de mettre en lumière directement les événements évolutifs ou 

démographiques du passé (Figure I-24C), et de discuter leurs causes et leurs 

conséquences. Ces renseignements sont d’une importance cruciale pour la 

conservation car ils fournissent un moyen de calibration empirique des modèles 

prédictifs de viabilité des populations ou d’impact du climat. Ils permettent également 

de contextualiser les niveaux de diversité génétique actuelle et de mieux les 

interpréter.

 Meilleure caractérisation des goulots démographiques

Lorsque la diversité génétique actuelle d’une espèce menacée est très faible, 

il est souvent difficile de déterminer la perte de diversité génétique qui résulte du 

goulot démographique et de trancher entre (1) une diversité importante avant le 

goulot (la diversité actuelle n’en étant alors qu’un reliquat) ou (2) une diversité déjà 

faible avant le goulot (Figure I-25). 

Figure I-25 : L’intensité d’un  goulot d’étranglement est difficile à estimer 
précisément uniquement à partir des données génétiques actuelles. 

Les données génétiques anciennes permettent de mieux caractériser ces 

goulots d’étranglement, que ce soit de façon empirique ou avec l’appui des 

méthodes bayésiennes basées sur la théorie de la coalescence (Ramakrishnan et al.
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2005). Les exemples sont multiples, incluant le tétra de prairie Tympanuchus cupido

(Bouzat et al. 1998), l’éléphant de mer Mirounga angustirostris (Weber et al. 2000), le 

putois à pieds noirs Mustela nigripes (Wisely et al. 2002), le rongeur argentin 

Ctenomys sociabilis (Chan et al. 2006) ou le faucon crécerelle des Seychelles Falco

araea (Groombridge et al. 2009).

Dans certains cas, la diversité génétique n’est pas différente pré- et post-

goulot démographique, indiquant l’influence d’autres facteurs agissant en sens 

contraire. Par exemple chez l’otarie à fourrure, la diversité génétique mesurée à 

partir de restes archéologiques vieux de plus de 1 000 ans est similaire à celle 

observée après la récente et importante diminution de l’aire de répartition (Pinsky et 

al. 2010), sans doute en liaison avec les importants flux migratoires qui caractérisent 

cette espèce. L’effet diversifiant des flux géniques peut en effet neutraliser et même 

outrepasser l’effet uniformisant de la dérive génétique.

 Meilleure définition des ESUs

La définition des ESUs repose en partie sur la différenciation génétique des 

populations. Néanmoins, la réduction de la taille des populations accélère la dérive 

génétique et peut conduire à une différenciation génétique là où il n’y en avait pas 

auparavant (Frankham et al. 2002 ; Biebach & Keller 2009 ; Lozier & Cameron 

2009) ; cette différenciation ne matérialise pas un potentiel adaptatif mais un artefact 

démographique, elle ne justifie donc pas la distinction d’ESUs. Dans le cas où une 

différenciation est observée entre des populations ayant subi une récente chute de 

leurs effectifs, la paléogénétique permet de trancher entre (1) une différenciation 

récente liée à la dérive post goulot démographique et (2) une différenciation plus 

ancienne présente avant le goulot (Figure I-26). La politique de conservation sera 

différente dans l’un et l’autre cas. 

La cicindèle du Nord-Est américain Cicindela dorsalis dorsalis fournit un 

exemple du cas n°1 : la paléogénétique a en effet montré qu’un haplotype présent 

uniquement dans le Massachusetts actuellement,  était en fait répandu dans d’autres 

populations voisines il y a quelques décennies, encourageant ainsi l’introduction 

d’individus issus des populations voisines pour renforcer la population en danger du 

Massachusetts (Goldstein & Desalle 2003).
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Les renards de la Sierra Nevada fournissent un exemple du cas n°2 : la 

paléogénétique a en effet montré que la différenciation de la sous-espèce native de 

Californie par rapport au renard commun existait bien avant qu’elle devienne 

menacée d’extinction (Perrine et al. 2007). 

Figure I-26 : La paléogénétique comme aide à la délimitation des ESUs. Les 
cercles rouges matérialisent les haplotypes présents dans chaque population.

 Aide à la décision pour les opérations de réintroduction

 Une réintroduction vise à établir une espèce dans une zone appartenant à son 

aire de répartition historique mais d’où elle a disparue ; un renforcement vise à 

soutenir une population existante par l’introduction d’individus conspécifiques (IUCN 

1998).  Dans les deux cas, les individus relâchés peuvent provenir de populations 

captives ou de populations naturelles. Dans ce dernier cas, il s’agit d’une 

translocation (Griffith et al. 1989).

Dans l’idéal, une réintroduction doit s’effectuer dans une zone de l’aire de 

répartition historique, à partir d’individus les plus proches possibles au niveau 

génétique de la population disparue qui y était installée (IUCN 1998). L’identification 
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de l’aire de répartition historique d’une espèce n’est pas toujours évidente, surtout 

lorsque la majorité des populations sont éteintes, et plus encore si elle fait partie d’un 

groupe d’espèces cryptiques. L’identification des individus à utiliser pour la 

réintroduction n’est pas non plus chose aisée, puisque par définition la population 

dont ils doivent être proches a disparu. La paléogénétique est utile à la résolution de 

ces problèmes, et peut donc servir au choix (i) des sites de réintroduction et (ii) de 

l’origine des individus à réintroduire. 

 Prenons l’exemple des kiwis de Nouvelle-Zélande (oiseaux de l’ordre des 

Struthioniformes). Cinq espèces différentes ont été décrites : le kiwi d’Owen, le kiwi 

de Mantell, le kiwi Roa, le kiwi d’Okarito et le kiwi austral (Baker et al. 1995). Toutes 

ces espèces sont menacées à des degrés divers et ont vu leur aire de répartition 

fondre comme peau de chagrin au cours des derniers siècles, comme en témoigne 

l’abondance de fossiles dans des régions d’où elles sont aujourd’hui absentes 

(Shepherd & Lambert 2008). Seuls les ossements du kiwi d’Owen sont identifiables 

par rapport aux autres – car de plus petite taille – les quatre autres espèces étant 

indistinguables (Worthy & Holdaway 2002, cité dans Shepherd & Lambert 2008). 

L’analyse paléogénétique de nombreux restes couvrant l’ensemble du 

territoire néo-zélandais a permis d’estimer les aires de répartition anciennes de ces 

quatre espèces, ainsi que leur structuration populationnelle (Shepherd & Lambert 

2008). Les efforts de conservation sont pour l’instant focalisés sur la préservation des 

populations restantes, mais des réintroductions sont envisagées (Birdlife 

International 2008a, b, c). Les aires géographiques anciennement occupées révélées 

par la paléogénétique sont autant d’options possibles (Figure I-27), dans la mesure 

bien entendu où elles offrent toujours un habitat favorable aux kiwis. De plus, la 

détermination de la structuration génétique historique des populations de chaque 

espèce – données actuelles et données anciennes incluses – peut permettre aux 

gestionnaires de choisir les individus à déplacer afin qu’ils soient les plus proches 

possibles des populations disparues (ceci dans le but de maximiser leur survie). 

Le même type de raisonnement peut être utilisé pour d’autres taxons très 

menacés, comme les esturgeons dans notre cas (voir les chapitres II et III). 
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Figure I-27 : Aire de répartition actuelle et ancienne de quatre espèces de kiwi en 
élande. La présence ancienne est attestée par analyse paléogénétique. Nouvelle-Z

Modifié d’après Shepherd & Lambert (2008). 

 Des leçons du passé, pour anticiper le futur

 Un des apports majeurs de la paléogénétique est de pouvoir suivre l’évolution 

des populations et des espèces sur des milliers d’années, apportant un recul 

nouveau sur les temps (quand ?) et vitesses (combien de temps ?) des phénomènes 

évolutifs et démographiques.

Il est en particulier possible grâce à la paléogénétique d’observer les effets 

des variations environnementales sur les populations naturelles pendant des durées 

bien supérieures à notre espérance de vie (Hadly 1996 ; Hadly et al. 2004 ; Hofreiter 

& Stewart 2009 ; Campos et al. 2010). Les archives génétiques stockées dans les 

fossiles sont ainsi autant de repères pour prévoir la réponse des espèces au 

réchauffement climatique d’origine anthropique qui se dessine à l’horizon. Ces 

prédictions revêtent une importance toute particulière pour les espèces les plus 

sensibles comme celles qui sont déjà menacées d’extinction ou qui vivent dans les 

zones polaires (Prost et al. 2010). 

- 65 -



INTRODUCTION GENERALE : PALEOGENETIQUE ET CONSERVATION

Il est également possible de suivre l’évolution des espèces et des populations 

avant leur extinction, comme pour l’ours des cavernes (Stiller et al. 2010) ou 

certaines populations de loups (Leonard et al. 2007) ou d’ours bruns (Leonard et al.

2000 ; Barnes et al. 2002 ; Calvignac et al. 2008). Ces informations, 

complémentaires de celles qui sont recueillies sur les populations actuelles, illustrent 

la diversité des situations qui précédent l’extinction. 

 La paléogénétique permet aussi de constater la labilité temporelle des 

structurations génétiques dans les populations, la diversité locale pouvant varier 

brutalement en quelques centaines voire quelques dizaines d’années (Hofreiter et al.

2007). Dans ce contexte, un schéma de pensée statique où l’objectif serait de 

conserver la biodiversité telle qu’elle nous apparaît à l’instant t semble obsolète. 

 L’apport de la paléogénétique a ses limites

 L’analyse des données paléogénétiques, si elle est informative en elle-même, 

ne doit cependant pas être découplée des autres informations disponibles 

concernant en particulier la biologie et la démographie des espèces, sous peine de 

commettre de grosses erreurs. En effet, le signal génétique est parfois incohérent 

avec les observations de terrain, comme pour le passereau hawaïen Loxops 

coccineus coccineus qui a connu un important déclin démographique au cours du 

dernier siècle, mais dont la diversité génétique n’a pas été affecté et a même 

conservé la trace d’une expansion démographique antérieure (Reding et al. 2010). 

En se fiant uniquement aux données génétiques, la menace qui pèse sur cette 

espèce n’aurait pas été détectée. 

Hofreiter (2009) fait également judicieusement remarquer que la 

(paléo)génétique des espèces menacées est souvent très utile, mais qu’elle peut 

aussi parfois être trompeuse. La démographie des mammouths est par exemple 

restée stable pendant une grande partie du Pléistocène (Debruyne et al. 2008), alors 

que dans le même temps les bisons subissaient un déclin démographique progressif 

sur 20 000 ans (Shapiro et al. 2004 ; Drummond et al. 2005). Néanmoins, ce sont les 

mammouths qui se sont éteints à la fin du Pléistocène, alors que les bisons courent 

toujours dans les plaines américaines (mais pour combien de temps il est vrai).
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I-D PROBLEMATIQUES

I-D-1 RELATIONS ENTRE ESPECES D’ESTURGEONS EN EUROPE

 Plusieurs espèces d’esturgeons se sont côtoyées en Europe jusqu’à 

récemment, mais en raison de la disparition de la quasi-totalité des populations 

sauvages d’esturgeons, la distribution des différentes espèces et leurs relations 

restent mal définies. Le premier objectif de cette thèse est donc d’apporter des 

informations génétiques susceptibles de préciser la distribution passée de 

l’esturgeon européen, ainsi que ses relations avec les différentes espèces 

d’esturgeons en Europe, i.e. les zones de sympatrie, les éventuelles hybridations.  

I-D-2 L’ESTURGEON EUROPEEN AVANT SON DECLIN

 Nous avons vu que l’esturgeon européen a subit un très fort déclin depuis 

deux siècles, avec la disparition de toutes les populations existantes sauf une (celle 

de Gironde).

Le second objectif de cette thèse est de rassembler des informations 

paléogénétiques sur les populations d’esturgeons européens disparues couvrant 

l’ensemble de l’ancienne aire de répartition. La sélection des outils moléculaires 

adaptés pour analyser la diversité génétique de l’espèce (sur l’ADN mitochondrial et 

l’ADN nucléaire) est un prérequis obligatoire. Les informations rassemblées 

permettront de mettre en lumière l’histoire évolutive de l’esturgeon européen (récents 

évènements fondateurs, échanges entre populations...) et d’émettre des hypothèses 

quant aux impacts anthropiques et climatiques.

Le troisième objectif de cette thèse est d’effectuer le suivi génétique de la 

population d’esturgeons européens qui vivait dans le Rhône, depuis la Préhistoire 

jusqu’à son extinction dans les années 1970. Il y a plus de 2000 ans, les esturgeons 

étaient sans doute déjà pêchés mais la population rhodanienne était florissante. La 

transition de cette période d’abondance jusqu’à l’extinction est intéressante à 

documenter pour la conservation de la dernière population d’esturgeons européens, 

mais aussi pour les populations menacées des autres espèces d’Acipensériformes. 
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I-D-3 IMPLICATIONS POUR LA CONSERVATION DE L’ESTURGEON EUROPEEN

 L’ensemble des données génétiques rassemblées dans cette thèse servira de 

base à des discussions concernant la conservation de l’esturgeon européen. Le 

statut de la dernière population vivant en Gironde sera discuté à la lumière de la 

diversité ancienne de l’espèce, et par comparaison avec la population rhodanienne 

disparue. Les interactions avec les autres espèces d’esturgeons  (A. oxyrhinchus et 

A. naccarii en particulier) et leurs conséquences potentielles pour le futur de 

l’esturgeon européen seront également prises en considérations. Il s’agit 

essentiellement de la question de l’éventuelle réintroduction de l’espèce dans des 

bassins fluviaux qu’elle occupait anciennement. 
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CHAPITRE II

RELATIONS ENTRE LES ESPECES EUROPEENNES 

D’ESTURGEONS ACIPENSER STURIO,

A. OXYRINCHUS ET A. NACCARII

Publications associées  
Article n°1 :
Chassaing O., Hänni C., Berrebi P. Distinguishing species of European sturgeons 
using microsatellite allele sequences. 
Accepté par Journal of Fish Biology. 

Article n°2 : 
Chassaing O., Desse-Berset N., Duffraisse M., Hughes S., Berrebi P., Hänni C. An 
American sturgeon in France: paleogenetic evidence.  
En préparation. 
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RESUME :
L’esturgeon européen A. sturio, l’esturgeon adriatique A. naccarii et 

l’esturgeon atlantique A. oxyrinchus ont cohabité en Europe de l’ouest. L’utilité des 

portions flanquantes des locus microsatellites pour distinguer ces trois espèces a été 

établie. Associés à des analyses mitochondriales, ces marqueurs nucléaires 

permettent l’identification des hybrides. 

A. sturio et A. naccarii ont vécu en sympatrie en mer Adriatique. La présence 

de populations fonctionnelles d’A. naccarii hors de la mer Adriatique est exclue, 

même si certains individus vagabonds ont pu occasionnellement être capturés en 

Méditerranée occidentale. Aucune hybridation entre les deux espèces n’a été 

décelée.

 A. sturio et A. oxyrinchus ont vécu en sympatrie en Europe du Nord et dans 

les fleuves français Loire et Seine jusqu’au 20e siècle. L’arrivée d’A. oxyrinchus en 

Europe (en provenance d’Amérique du Nord) se serait produit après la dernière 

glaciation, antérieurement à la colonisation de la mer Baltique qui aurait eu lieu au 

Moyen-Âge. L’hybridation a été reportée entre les deux espèces en mer Baltique et 

en France, à un taux faible à moyen. 

ABSTRACT :
The European sturgeon A. sturio, the Adriatic sturgeon A. naccarii and the 

Atlantic sturgeon A. oxyrinchus have coexisted in Western Europe. Usefulness of 

microsatellites flanking regions to distinguish between these three species has been 

established. Coupled with mitochondrial analyses, these nuclear markers allow 

hybrids to be identified. 

A. sturio and A. naccarii lived in sympatry in the Adriatic Sea. Presence of 

functional populations of A. naccarii outside the Adriatic Sea is excluded, even if 

some stray individuals have been caught occasionally in Western Mediterranean. No 

hybridization has been detected between both species. 

 A. sturio and A. oxyrinchus lived in sympatry in northern Europe and in French 

rivers Seine and Loire until the 20th century. A. oxyrinchus arrival in Europe (from 

northern America) could have occurred after the last glaciation , before the Baltic Sea 

colonization which probably occurred during the Middle-Ages. Weak to medium 

levels of hybridization have been detected between both species in the Baltic region 

and in France. 
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II- RELATIONS ENTRE LES ESPECES EUROPEENNES D’ESTURGEONS 

ACIPENSER STURIO, A. OXYRINCHUS ET A. NACCARII

II-A DISTRIBUTIONS

II-A-1 AIRES DE REPARTITION ACTUELLES

Figure II-1 : Statut actuel des esturgeons en Europe. Les cercles matérialisent 
ions établies (cercles pleins) ou en cours d’établissement (cercles 

es en pointillés correspondent aux aires marines dans 
lesquelles les esturgeons peuvent être rencontrés. Les flèches noires indiquent 

’individus nés et élevés en captivité. 

les populat
hachurés). Les zon

les populations soutenues par des lâchers d

 A l’heure actuelle, trois espèces d’esturgeons survivent en Europe 

occidentale, à l’Ouest d’une ligne reliant la Pologne à la Grèce (Figure II-1) : 

1) l’esturgeon européen A. sturio, dont la dernière population mondiale (bassin 

Gironde-Garonne-Dordogne) est très menacée, comme nous l’avons vu dans la 

partie I-B-2. Cette population n’est plus fonctionnelle depuis 1994, l’espèce est donc 

au bord de l’extinction et est classée comme en danger critique d’extinction sur la 
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liste rouge IUCN (Kottelat et al. 2009c). Les mesures de conservation orchestrées 

par le Cemagref de Bordeaux visent à renforcer la population girondine en priorité. 

En coopération avec le Cemagref de Bordeaux, l’IGB de Berlin a par ailleurs réalisé 

des lâchers expérimentaux de juvéniles nés en captivité dans le fleuve Elbe (en 

Allemagne) depuis 2008. 

2) l’esturgeon de l’Adriatique A. naccarii, dont les deux dernières populations sont 

installées dans les bassins des fleuves Pô-Adige en Italie, et Buna en Albanie. Le 

statut de ces populations reste relativement flou, mais il semble qu’elle ne soient plus 

fonctionnelles (absence de reproduction dans le milieu naturel depuis près de 30 

ans). La persistance de la population albanaise est compromise car la dernière 

capture mentionnée remonte à 1997 (Ludwig et al. 2003). Des captures régulières 

sont relevées en Italie, mais la population serait devenue complètement artificielle 

suite aux lâchers massifs d’individus nés et élevés en captivité depuis la première 

reproduction artificielle réalisée en 1988 (Arlati et al. 1988). L’espèce est donc 

classée comme en danger critique d’extinction (possiblement éteinte) sur la liste 

rouge IUCN (Bronzi et al. 2009). 

3) l’esturgeon atlantique A. oxyrinchus, qui a été réintroduit récemment dans le fleuve 

Oder à la frontière germano-polonaise. Les individus lâchés dans l’Oder proviennent 

de populations nord-américaines en bonne santé. Les effectifs d’esturgeon atlantique 

sont d’ailleurs globalement en croissance outre-Atlantique grâce à la bonne gestion 

qui y est réalisée, et l’espèce n’est maintenant « que » presque menacée sur la liste 

rouge IUCN (St. Pierre & Parauka 2009). La réintroduction en Europe est en cours 

depuis 2006 et il faudra encore attendre de nombreuses années avant de pouvoir 

conclure quant à son succès ou non (Gessner et al. 2006). Les raisons qui ont guidé 

cette réintroduction sont explicitées dans la partie suivante. 

D’autres espèces, toutes aussi menacées, vivent dans la Mer Noire. Il s’agit 

de l’esturgeon étoilé A. stellatus, de l’esturgeon russe A. gueldenstaedtii, du sterlet 

A. ruthenus et du beluga H. huso.
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II-A-2 AIRES DE REPARTITION HISTORIQUES

II-A-2-a Relevés de captures

 Nous l’avons vu avec l’exemple de l’esturgeon européen dans la partie I-B-2, 

la situation était bien différente il y a encore deux siècles. Les esturgeons étaient en 

effet communs dans toute l’Europe, se reproduisant dans tous les grands fleuves de 

la Mer Baltique à la Mer Noire. Les récits, comptes rendus de pêches, et autres 

articles naturalistes (voir Holcik 1989 qui dresse une liste complète des références 

historiques donnant des indications sur la distribution des esturgeons) permettent 

d’avoir une image globale de la distribution historique des esturgeons en Europe 

(Figure II-2). 

Figure II-2 : Distribution historique possible des esturgeons en Europe il y a 
environs 200 ans, basée sur les mentions de captures référencées dans Holcik
(1989). Les cercles pleins et les pointillés ont la même signification que dans la 
figure II-1. 
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 La distribution de l’espèce A. sturio était alors beaucoup plus étendue, et les 

populations étaient également bien plus importantes qu’aujourd’hui en terme 

d’effectifs. Par ailleurs la présence du beluga Huso huso est mentionnée en Mer 

Adriatique ; des populations fonctionnelles de H. huso auraient existé dans les 

bassins du Pô ou de l’Adige et auraient disparu dans les années 1970 (Kottelat et al.

2009d). La présence d’Acipenser stellatus a aussi été mentionné en Mer Egée et Mer 

Adriatique, mais sporadiquement ; il est peu probable que des populations 

fonctionnelles d’esturgeons étoilés aient existé dans ces zones, les captures 

occasionnelles recensées pouvant correspondre à des individus vagabonds issus 

des populations de Mer Noire. 

 Au final, la distribution historique des esturgeons en Europe nous apprend que 

les espèces A. sturio et A. naccarii – dont les aires de répartition sont actuellement 

disjointes – vivaient en sympatrie en Mer Adriatique, et peut-être également avec le 

beluga H. huso.

II-A-2-b Apports des études morphologiques et paléogénétiques

Cette vision basée sur les données historiques est restée admise par la 

communauté scientifique jusque dans les années 1990. La paléogénétique couplée à 

l’analyse morphologique des restes archéologiques et des spécimens naturalisés, a 

permis d’actualiser la distribution historique des esturgeons en Europe (Figure II-3).

Les populations d’esturgeons de la Baltique se sont révélées être des 

populations d’esturgeon atlantique A. oxyrinchus et non d’esturgeon européen 

A. sturio (Ludwig et al. 2002b). Ces populations baltiques d’esturgeon atlantique 

auraient été fondées par quelques individus issus des populations nord-américaines, 

qui auraient traversé l’Atlantique au Moyen-Âge (Ludwig et al. 2008). L’aire de 

répartition historique d’A. oxyrinchus en Europe pourrait également s’étendre en 

dehors de la Baltique (Desse-Berset 2009a ; Ludwig et al. 2009b). La présence 

historique de l’esturgeon atlantique dans la Baltique est le facteur qui a permis 

d’initier sa réintroduction dans la région après 2006.
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Figure II-3 : Distribution historique possible des esturgeons en Europe il y a 200 
ans, actualisée grâce aux études récentes de paléogénétiques et de 
morphologie.

Par ailleurs, une polémique a éclaté entre scientifiques espagnols (rejoints 

plus tard par leurs collègues européens) quant à la présence historique ou non de 

populations fonctionnelles de l’esturgeon adriatique A. naccarii dans la péninsule 

ibérique, en particulier dans le fleuve Guadalquivir (GarridoRamos et al. 1997 ; 

Doukakis et al. 2000 ; Rincon 2000a). De multiples preuves contredisent la présence 

d’A. naccarii dans cette région (Ludwig et al. 2009c ; Pages et al. 2009 ; cette thèse), 

mais les auteurs espagnols à l’origine de cette polémique maintiennent leur 

hypothèse (Garrido-Ramos et al. 2009).

II-A-2-c Questions en suspens

1) La sympatrie entre A. sturio et A. naccarii était-elle restreinte à l’Adriatique OU 

s’étendait-elle à toute la Méditerranée occidentale comme le pensent Garrido-Ramos 

et al. (2009).
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2) Quand précisément A. oxyrinchus est-il arrivé en Europe  (au Moyen-Âge OU 

avant) ? Et quelles zones a-t-il colonisé (seulement la Baltique OU toute la façade 

atlantique européenne) ?

3) Lors de son installation en Europe, A. oxyrinchus a-t-il remplacé A. sturio OU a-t-il 

vécu en sympatrie avec A. sturio OU s’est-il installé dans des habitats non occupés 

par A. sturio ? 

4) Les espèces ayant vécu en sympatrie en Europe (A. sturio – A. naccarii et 

A. sturio – A. oxyrinchus) ont-elles échangé des gènes en s’hybridant OU non ? Si 

oui, de quelle ampleur a été ce flux de gènes et quelles en sont les marques 

aujourd’hui ? 

 Pour répondre à ces questions, il est impératif de disposer de plusieurs 

moyens fiables et complémentaires pour distinguer les différentes espèces 

d’esturgeons qui vivaient en Europe, sujet de la partie II-B et de l’article n°1. 

II-B DETERMINATION DES ESPECES

II-B-1 DISCRIMINATION SUR LA BASE DE CRITERES MORPHOLOGIQUES

II-B-1-a Critères de reconnaissance

 Les esturgeons ont tous une morphologie semblable, mais il est néanmoins 

possible de distinguer les espèces sur la base de certains critères diagnostiques (voir 

Vecsei 2001 pour une clef de détermination morphologique complète). 

 Distinction A. sturio - A. oxyrinchus :

 La distinction entre les espèces sœurs A. sturio et A. oxyrinchus est délicate, 

car malgré une divergence d’environ 60 Ma (voir figure I-6 et Peng et al. 2007) seuls 

quelques critères distinctifs simples ont été identifiés (Magnin 1964 ; Ludwig & 

Gessner 2007 ; Desse-Berset 2009a) : 
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- l’aspect des écailles dermiques osseuses est alvéolaire chez A. oxyrinchus (petits 

trous), alors qu’il est tuberculé chez A. sturio (petites protubérances) (voir Desse-

Berset 2009a pour des photographies couleurs, ou la figure S1 de l'article n°2) 

- le nombre d’écailles dermiques osseuses des lignes dorsales, latérales et ventrales 

est inférieur chez A. oxyrinchus (respectivement 10/29/10 en moyenne, d'après 

Magnin 1964) par rapport à A. sturio (respectivement 12,5/35/11 en moyenne, 

d'après Magnin 1964) 

 D’autres critères sont listés dans Magnin (1964), en particulier des mesures 

corporelles et crâniennes. 

 Distinction A. naccarii - A. sturio / A. oxyrinchus :

 La distinction entre A. naccarii et le couple A. sturio / A. oxyrinchus est plus 

aisée, même si A. naccarii a parfois été confondu avec A. sturio (Holcik 1989 ; 

Birstein et al. 1998) : 

- la forme de la tête est arrondie chez A. naccarii, alors qu’elle est pointue chez 

A. sturio et A. oxyrinchus (Vecsei 2001) 

- sur les côtés à la base de la nageoire anale, des plaques osseuses sont présentes 

chez A. sturio et A. oxyrinchus, mais pas chez A. naccarii (Vecsei 2001) 

- la morphologie des écailles dermiques est différente entre A. naccarii et A. sturio / 

A. oxyrinchus (N. Desse-Berset, communication personnelle). 

 D’autres critères ont été utilisés par Elvira & Almodovar (2000a), en particulier 

des mesures corporelles et crâniennes encore une fois. 

II-B-1-b Limites de la morphologie

 Préservation des restes biologiques :

 Ces critères de reconnaissance spécifiques peuvent être utilisés avec 

efficacité sur des individus vivants ou fraîchement morts, mais ils deviennent moins 

pertinents sur les restes anciens, aussi bien les spécimens naturalisés que les restes 

archéologiques. En effet, les traitements nécessaires à la naturalisation et à la 

conservation des poissons dans les musées peuvent conduire à une déformation des 

spécimens et à l’altération des informations morphologiques (Shields & Carlson 1996 

; Sagnes 1997). Les restes archéologiques eux, sont fragmentaires (il est rare de 

retrouver une momie d’esturgeon !!) et en fonction de leur état de préservation, seuls 
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certains critères morphologiques diagnostiques sont accessibles au scientifique, 

sinon aucun. 

Pour effectuer une détermination spécifique de restes anciens, l’utilisation de 

critères morphologiques seuls est donc bien souvent insuffisante, et l’idéal est d’avoir 

recours à des critères génétiques, beaucoup plus fiables si la préservation de l’ADN 

est bonne. 

 Non détection des hybrides :

 Nous avons vu dans la partie I-B-1 que les hybridations entre espèces 

d’esturgeons étaient fréquentes, il est donc important de pouvoir identifier 

d’éventuels hybrides. La morphologie ne permettant pas de reconnaître les hybrides 

(sauf dans certains cas), il est indispensable de se tourner vers la génétique pour 

éclaircir ce point. 

II-B-2 DISCRIMINATION SUR LA BASE DE CRITERES GENETIQUES

II-B-2-a Les marqueurs mitochondriaux

 Rappels sur la mitochondrie et l’ADN mitochondrial:

 Les mitochondries, organites impliqués dans le métabolisme énergétique 

cellulaire, sont présentes chez la grande majorité des Eucaryotes, et en particulier 

chez tous les animaux (Wolstenholme 1992). Chaque mitochondrie contient un 

génome autonome sous le forme d’une ou plusieurs molécules d’ADN circulaire 

(identiques entre elles) faisant chacune entre 13 et 20 kb (suivant les espèces). Le 

génome mitochondrial est indépendant du génome nucléaire, présent lui dans le 

noyau des cellules. L’ADNmt code chez les animaux pour deux ARNr, 13 protéines 

et 22 ARNt (Boore 1999). Les ARNr et ARNt sont impliqués dans la traduction des 

gènes codant les protéines mitochondriales, alors que les protéines participent au 

fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale. 

 L’ADNmt se distingue de l’ADNnuc car (i) il ne recombine pas (sauf 

exceptions) (ii) il est continu et circulaire (et non pas discontinu et linéaire comme 
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dans les chromosomes) (iii) il est haploïde (iv) il est maternellement hérité et (v) il 

évolue plus vite (Ballard & Whitlock 2004). 

 Le génome mitochondrial des esturgeons :

Le génome mitochondrial des Acipensériformes est semblable à celui de la 

majorité des Vertébrés de part sa taille et l’ordre dans lequel se succèdent les gènes 

(Figure II-4). 

Les génomes mitochondriaux complets de neuf espèces sont disponibles 

dans les banques de données : Polyodon spathula (numéro d’accession AY510086, 

AY442349 et AP004353), Psephurus gladius (AY571339), Scaphirynchus albus

(AP004354), A. gueldenstaedtii (FJ392605), A. stellatus (AJ585050), 

A. transmontanus (AB042837), A. dabryanus (AY510085), A. sinensis (EU719645) et 

H. huso (AY442351).

Au cours de cette thèse, nous avons également obtenu la séquence complète 

des génomes mitochondriaux d’A. sturio et A. oxyrinchus, respectivement à partir de 

trois individus actuels de Gironde et de deux individus actuels d’Amérique du Nord 

provenant des fleuves Saint-John (Canada) et Shark (USA) (voir la partie III-A-1 pour 

une description plus avancée de ces deux génomes). L’amplification PCR a été 

réalisée par fragments chevauchants de 1,5 kb à l’aide d’amorces dessinées à partir 

du consensus des génomes mitochondriaux déjà disponibles dans les banques. Les 

fragments amplifiés ont ensuite été clonés et séquencés par leurs deux extrémités. 

Concernant A. naccarii, seules les séquences correspondant à certaines 

zones sont disponibles dans les banques de données : il s’agit du Cyt b entier et de 

portions des ARN12S, ARN16S, COX1, COX2, NADH5, de la région de contrôle et 

de certains ARNt (portions indiquées en rouge sur la figure II-4). Seules ces zones 

peuvent donc être comparées entre A. sturio, A. oxyrinchus et A. naccarii.

- 79 -



RELATIONS INTERSPECIFIQUES : DETERMINATION DES ESPECES

Figure II-4 : Carte synthétique du génome mitochondrial des esturgeons. Les 
portions jaunes correspondent aux protéines et ARNr, les portions grises aux 
ARNt et les portions blanches barrées d’un trait noir aux régions non codantes. 
En regard des différentes portions sont inscrit les codes standard des protéines et 
des ARNr (extérieur du cercle) ainsi que ceux des ARNt (intérieur du cercle). Les 
origines de réplication du brin léger (oriL) et du brin lourd (oriH) sont indiquées 
par une pointe de flèche. Les portions disponibles dans Genbank à la fois pour 
A. sturio, A. oxyrinchus et A. naccarii sont matérialisées par un trait rouge. Modifié 
à partir de Krause et al. (2006). 

 Un outil diagnostique de choix :

 La comparaison des séquences d’ADNmt permet aisément de distinguer les 

espèces d’esturgeons. Wirgin et al. (1997) ont ainsi pointé l’intérêt d’utiliser les 

séquences de la région de contrôle pour discriminer A. sturio et A. oxyrinchus,

pendant que Ludwig & Kirschbaum (1998) montraient que l’ARN12S permet de 

distinguer A. sturio et A. naccarii. Hormis les séquences correspondant aux ARNt 

(qui sont très conservées), toutes les séquences mitochondriales permettent en fait 
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la discrimination entre A. sturio, A. oxyrinchus et A. naccarii (et plus généralement 

entre toutes les espèces d’Acipensériformes). La figure II-5 liste par exemple les 138 

sites variable entre A. sturio, A. oxyrinchus et A. naccarii sur les 1143 pb du Cyt b : 

47 permettent la discrimination entre A. sturio / A. oxyrinchus, 112 entre A. sturio / 

A. naccarii et 122 entre A. oxyrinchus / A. naccarii.

Figure II-5 : sites polymorphes du cytochrome b permettant la discrimination 
entre A. sturio (AJ245839), A. oxyrinchus (AJ245838) et A. naccarii
(AJ245834). Les chiffres indiquent la position nucléotidique le long du gène. 

II-B-2-b Les marqueurs nucléaires

 Intérêt :

L’ADNmt est un outil diagnostique extrêmement efficace, mais il est hérité 

maternellement (Dawid & Blackler 1972 ; Hutchison et al. 1974). Comme il ne retrace 

que l’histoire des lignées maternelles, il ne permet pas de détecter d’éventuelles 

hybridations. Les hybrides possédant le génome mitochondrial d’une des espèces 
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parentales, et un mélange des génomes nucléaires des deux espèces parentales, 

l’analyse de marqueurs nucléaires diagnostiques permet en revanche de les 

identifier. Dans le cas d’hybridation exposé à la figure II-6 (où un mâle de l’espèce A 

se croise avec une femelle de l’espèce B et où les hybrides se croisent ensuite avec 

l’espèce parentale B) l’analyse de l’ADNmt seule conduirait à la fausse conclusion 

que les individus hybrides appartiennent à l’espèce B. L’utilisation de marqueurs 

nucléaires en complément permet d’identifier avec certitude les hybrides F1 et 

potentiellement les hybrides plus introgressés. 

Figure II-6 : Cas théorique d’hybridation entre deux espèces A et B. Les génomes 
mitochondriaux et nucléaires sont colorés par espèce, respectivement en rouge pour 
l’espèce A et en bleu pour l’espèce B. A la méiose, les génomes nucléaires des deux 
espèces peuvent éventuellement recombiner à partir de la génération F1. 

Les hybridations étant fréquentes entre espèces d’esturgeons, la détection 

des hybrides naturels ou artificiels est une question importante aussi bien pour la 

conservation des Acipensériformes que pour le contrôle de leur commerce.

- 82 -



RELATIONS INTERSPECIFIQUES : DETERMINATION DES ESPECES

 Une carence en marqueurs nucléaires chez les esturgeons :

 Peu de marqueurs nucléaires diagnostiques ont été identifiés chez les 

Acipensériformes, et ce pour plusieurs raisons :  

1) l’existence de plusieurs niveaux de ploïdie chez les esturgeons rend difficile 

l’étude comparée des gènes nucléaires (Ludwig et al. 2001). En effet si deux allèles 

d’un même gène sont présents chez une espèce diploïde, ils seront quatre chez une 

espèce tétraploïde et huit chez une espèce octoploïde.

2) la vitesse d’évolution du génome nucléaire des esturgeons est très lent (voir par 

exemple Brown et al. 1996 ; Birstein et al. 1997a ; Peng et al. 2007). D’abord parce 

que comme chez tous les animaux la vitesse d’évolution de l’ADNnuc est 

globalement inférieure à celle de l’ADNmt – par exemple, Moriyama & Powell (1997) 

ont montré que le taux de substitutions synonymes est entre 1,7 et 9 fois plus élevé 

sur l'ADNmt que sur l'ADNnuc chez la drosophile. Ensuite parce que du fait de leur 

faible métabolisme et de leur longue durée de vie, les esturgeons évoluent lentement 

en comparaison des autres animaux (Krieger & Fuerst 2002). Un même gène 

nucléaire a donc plus de chances d’être resté inchangé (et donc inutile d’un point de 

vu phylogénétique) entre deux espèces d’esturgeons qu’entre deux espèces de 

Mammifères.  

3) les génomes nucléaires des esturgeons ont été très peu étudiés jusqu’à 

maintenant. Il n’existe par exemple aucune carte génétique disponible, et aucun 

projet de séquençage n’a été amorcé. 

 Au final, les marqueurs nucléaires développés chez les Acipenséridés sont 

peu nombreux en comparaison de ce qui existe pour d’autres taxons tels les 

Salmonidés ou les Cyprinidés. Ces marqueurs appartiennent globalement à deux 

catégories : (i) les marqueurs nucléaires multicopies, qui sont présents en plusieurs 

copies paralogues plus ou moins divergentes sur le génome et (ii) les marqueurs 

microsatellites.
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 Intérêt limité des marqueurs nucléaires multicopies

Tiedemann et al. (2007) se sont basés sur l’intron 2a de la chaîne B du 

Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) identifié par Venkatesh et al. (1999) 

pour distinguer A. sturio, A. oxyrinchus et leurs hybrides dans la Mer Baltique. Les 

auteurs ont trouvé un allèle majoritaire chez A. sturio (population relictuelle de 

Gironde), un allèle majoritaire distinct chez A. oxyrinchus (population nord-

américaine de recolonisation glaciaire) et un mélange de ces allèles ainsi que 

d’allèles intermédiaires dans la population baltique. De plus les individus de la 

Baltique présentaient souvent deux allèles (interprétés par les auteurs comme de 

l’hétérozygotie) alors que les autres présentaient généralement un seul allèle 

(interprété comme de l’homozygotie). Ces découvertes ont conduit les auteurs à 

affirmer que la population d’esturgeons de la Baltique était une population hybride 

entre A. sturio et A. oxyrinchus.

Cette affirmation est un peu hâtive car le CMH n’a pas été le sujet d’études 

poussées chez les esturgeons, et l’étendue de la diversité allélique chez A. sturio et 

A. oxyrinchus n’est que très partiellement entrevue à partir de l’étude des deux 

populations (qui plus est très peu diverses génétiquement) utilisées par Tiedemann 

et al. (2007). Par ailleurs, les auteurs ont considéré ce locus comme diploïde, alors 

que le CMH est connu pour être une zone complexe fortement dupliquée (Babik 

2010), comme cela a par exemple été montré chez les épinoches (Reusch et al.

2004 ; Reusch & Langefors 2005). La quantification par qPCR effectuée au cours de 

la présente thèse sur ce même locus chez A. sturio révèle ainsi entre 5 et 20 fois 

plus de copies CMH que du locus microsatellite diploïde LS19 (voir partie III-A-1 pour 

des détails sur le principe de la quantification par qPCR). Ainsi, l’hétérozygotie 

supposée par Tiedemann et al. (2007) résulte probablement de l’amplification de 

plusieurs copies paralogues.

Au final, l’utilisation du CMH comme marqueur nucléaire diagnostique des 

espèces d’esturgeon n’est à l’heure actuelle par très pertinente. Une clarification de 

l’organisation du CMH chez les esturgeons est indispensable. 

Garrido-Ramos et al. (1997) se sont eux basés sur la présence / absence 

d’une famille d’ADN satellite HindIII pour discriminer A. sturio et A. naccarii. Cet ADN 

satellite nucléaire semble en effet être présent chez A. naccarii mais pas chez 
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A. sturio ni A. oxyrinchus. Ces résultats ont été très controversés (Elvira & Almodovar 

1999 ; Doukakis et al. 2000) et aucune autre équipe que celle qui l’a mise au point 

n’utilise ce marqueur. Par ailleurs peu de séquences ont été obtenues sur cette 

famille alors qu’elle a été identifiée par hybridation de sondes fluorescentes en de 

multiples zones chromosomiques (Lanfredi et al. 2001) ; par exemple 50 zones 

chromosomiques ont été identifiées chez A. naccarii (mais seulement 11 séquences 

dans GenBank), 80 zones chez A. gueldenstaedtii (mais 11 séquences) ou encore 

38 zones chez A. baerii (mais 8 séquences). Ainsi l’ensemble de la diversité allélique 

de cette famille n’a pas été identifié à l’heure actuelle (et il sera sans doute difficile de 

séquencer de façon exhaustive les multiples zones chromosomiques). De plus, les 

séquences disponibles ne permettent pas forcément de discriminer les espèces, 

certains clones séquencés pour A. naccarii se retrouvant à l’identique chez 

A. gueldenstaedtii ou A. baerii. Le manque de connaissance sur la diversité allélique 

de ce marqueur ainsi que son faible pouvoir de discrimination n’en font pas un outil 

de choix pour la détermination des espèces d’esturgeons. 

D’autres séquences nucléaires multicopies ont été utilisées, telles que la 

famille d’ADN satellite PstI (Robles et al. 2004), l’ARNr 5S (Robles et al. 2005) ou 

l’ARNr 18S (Krieger et al. 2006). La discrimination spécifique est possible à l’aide de 

tous ces marqueurs multicopies, mais le nombre important de séquences obtenues 

pour chaque individu complique l’analyse. De plus, les allèles présents chez une 

même espèce ne forment pas forcément un groupe monophylétique sur un arbre 

(voir la figure II-7 avec l’exemple du jeu de données de Robles et al. (2005) sur 

l’ARNr 5S), les différentes copies paralogues évoluant plus ou moins 

indépendamment les unes des autres. Dans la mesure où seuls quelques individus 

par espèce ont été analysés, il est possible que certaines copies paralogues n’aient 

pas été identifiées (par exemple à cause d’une mutation dans la zone d’hybridation 

d’une des amorces utilisées lors de la PCR). Il est donc tout à fait envisageable que 

lors de l’analyse d’un spécimen ancien dont l’espèce est inconnue, de nouveaux 

allèles appartenant à une copie paralogue différente de celle précédemment 

identifiée soient séquencés ; si ces allèles sont plus proches de ceux d’une autre 

espèce que des allèles de l’espèce à laquelle appartient réellement le spécimen, une 

erreur de détermination peut se produire. Par exemple prenons la figure II-7. 

Imaginons que l’allèle 1 de l’esturgeon européen n’ait pas été identifié lors de l’étude 
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de Robles et al. (2005), et que lors de l’analyse d’un reste archéologique très 

dégradé ce soit le seul allèle amplifié. Cet allèle étant plus proche des allèles 

identifiés chez A. naccarii que de ceux identifiés chez A. sturio ou A. oxyrinchus,

nous conclurions à tort que le reste archéologique appartient à l’espèce A. naccarii,

alors qu’en réalité il appartient à l’espèce A. sturio.

Figure II-7 : Arbre phylogénétique construit à partir du jeu de données de Robles et 
al. (2005) sur l’ARNr 5S. Les allèles identifiés chez A. sturio, A. naccarii et 
A. oxyrinchus sont indiqués par des sigles distinctifs. Les autres allèles appartiennent 
à d’autres espèces d’esturgeons 

1

Pour toutes ces raisons, l’utilisation de marqueurs nucléaires multicopies n’est 

pas idéale pour la discrimination des espèces d’esturgeons. 
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 Les microsatellites, un potentiel inexploité :

Les microsatellites sont de courtes séquences d’ADN caractérisées par la 

répétition en tandem d’un motif de une à six paires de bases. La réplication de ce 

motif répété lors des divisions cellulaires est particulièrement sujette aux erreurs, 

consistant en l’ajout ou le retrait d’un ou plusieurs motifs (Schlotterer & Tautz 1992). 

Chez l’Homme, le taux de mutation des locus microsatellites est ainsi estimé à 4.10-4

par génération, contre 2.10-8 par nucléotide en moyenne sur le génome (Whittaker et 

al. 2003). Pour un même locus, plusieurs dizaines d’allèles peuvent parfois exister, 

différant les uns des autres par le nombre de répétitions du motif central.  

Cet important polymorphisme, couplé au fait que les microsatellites sont 

fréquents et répartis de façon homogène dans les génomes eucaryotes (Tautz & 

Renz 1984), explique qu’ils soient les marqueurs moléculaires les plus couramment 

utilisés à l’heure actuelle (Schlotterer 2004). Ils sont particulièrement utilisés pour 

étudier la diversité génétique à l’intérieur des espèces ; l’analyse combinée de 

plusieurs locus informatifs permet en effet une discrimination au niveau individuel 

(e.g. Rudnick et al. 2005).

Les microsatellites peuvent être utilisés pour la discrimination des espèces 

sans séquençage, lorsque les tailles d’allèles sont disjointes ou en comparant les 

fréquences alléliques des différentes espèces (e.g. Pampoulie & Danielsdottir 2008). 

La discrimination basée sur les fréquences alléliques requiert un nombre important 

d’individus et de marqueurs pour être efficace, ce qui n’est pas toujours possible.  

Le séquençage des locus microsatellites n’est que rarement entrepris en 

dehors de la phase d’identification de nouveaux locus, mais les séquences 

encadrants la zone répétée (appelées aussi séquences flanquantes) sont souvent 

polymorphes et peuvent aussi servir à discriminer les espèces ; cette propriété a par 

exemple été exploitée pour distinguer des espèces de cerfs (Poetsch et al. 2001), de 

vignes (Sefc et al. 1999) ou de poissons de la famille des Cichlidés (Zardoya et al.

1996).

Les microsatellites constituent la majorité des marqueurs nucléaires identifiés 

chez les esturgeons (Figure II-8). Servant principalement à l’étude de la diversité 

intraspécifique (voir par exemple Henderson-Arzapalo & King 2002 pour 
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A. oxyrinchus ; McQuown et al. 2003 pour A. fluvescens ; Zhu et al. 2006 pour 

A. sinensis), leur potentiel de discrimination interspécifique est sous-exploité. Dans le 

but d’employer ce potentiel pour discriminer A. sturio, A. oxyrinchus et A. naccarii au 

niveau nucléaire, 18 locus microsatellites préalablement identifiés chez diverses 

espèces d’esturgeon (May et al. 1997 ; McQuown et al. 2000 ; King et al. 2001 ; 

Henderson-Arzapalo & King 2002 ; Zane et al. 2002 ; Forlani et al. 2008) ont été 

analysé ici. Lors de la présente étude, le génotypage de plus de 30 individus a été 

réalisé par espèce pour chacun de ces locus, ce qui m’a permis de sélectionner les 

cinq locus les plus informatifs et les plus faciles à analyser : LS19, LS54, LS68, 

Aox23 et AoxD161. A noter que la sélection de ces locus a aussi pris en compte leur 

adéquation à être utilisé sur substrat ancien, critère important puisqu’ils sont destinés 

à servir aussi à l’analyse de spécimens de musée et de restes archéologiques (voir 

la partie III-A-2 pour une discussion approfondie sur les critères de sélection pour 

l’ADN ancien). Dix individus par espèce, représentatifs de l’ensemble de la diversité 

allélique identifiée lors du génotypage, ont été choisis pour le séquençage 

allélique sur les cinq locus sélectionnés, dans le but d’identifier de nouveaux sites 

diagnostiques nucléaire fiables pour la distinction des espèces A. sturio,

A. oxyrinchus et A. naccarii.

Figure II-8 : Répartition par type des 2759 séquences d’esturgeons présentes
dans la base de données GenBank (le 10 Août 2010). Les microsatellites 
constituent la majorité des séquences nucléaires présentes (20% du total et 
40% des séquences nucléaires).
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Table I. Microsatellites loci used in this study 

Locus Reference publication 
GenBank
accession 
number 

Size Primer sequences (5'  3' ) 
Tm

(°C)

Aox-23 King et al., 2001 AF067811 79-174 
F: *CAGTGTGCTAGCTTCTCAATA  

‡ F2: *AATATTAYTACTACTACAAGC 
R: GTTAGCTTAACCATGAATTGTG 

53

Aox-D161 
Henderson-Arzapalo & 

King, 2002 
AY093639 120-173 

F: *GTTTGAAATGATTGAGAAAATGC 
R: TGAGACAGACACTCTAGTTAAACAGC

57

LS-19 May et al., 1997 U72730 125-164 
F: *CATCTTAGCCGTCTGTGGTAC 
R: CAGGTCCCTAATACAATGGC 

57

LS-54 May et al., 1997 U72735 99-191 
‡ F: *TCTKTCAAGGTATACTTTAG 
‡ R: GCAGACAAAATAGCATTCAG 52

LS-68 May et al., 1997 U72739 136-172 
F: *TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC 

R: AGCCCAACACAGACAATATC 
57

AnacB11 Forlani et al., 2008 EF576947 132-162 
F: *GCAGCAGAATTCAGAACATG 
R: TGATGGAACACAAGACAGTG 54

AnacB3 Forlani et al., 2008 EF576944 204-377 
F: *CTCGATCTTCTGATGGTCC 
R: GATGCCAAGTTTATATACCC 

56

AnacC11 Forlani et al., 2008 EF576948 115-193 
F: *AAATTTCCATTGGGGTGT 
R: CTTCGTTTTGAGAACCCG 49

AnacG8 Forlani et al., 2008 EF576951 130-140 
F: *GGTAGCAATAAGTGGAGTG 
R: CTAGTTTCCCTTGATCAAGG 

52

AnacE4 Forlani et al., 2008 EF576950 326-354 
F: *TCAGCTACAGGGTTCTGGG 
R: GTTGTTACTCATTGGAAGTC 54

AnacA1 Forlani et al., 2008 EF576942 137-149 
F: *GAACGTTCATGAAGTCAGG 
R: CCTAAGATATGACCCACG 

52

AnacD3 Forlani et al., 2008 EF576949 135-203 
F: *CAGTCTGATACAGCCTAG 
R: ATGTGCGAAGACAGACAG 50

An16 Zane et al., 2002 AY144617 173-217 
F: *TTAACCACTGGACCACACAGCA 
R: TCCCACCATGCACCACACTAGA 

62

Spl120 McQuown et al., 2000 AF276189 263-303 
F: *ATTCCATGAGCAACACCACA 
R: TGATGGTCTGATGAGATCGG 55

AoxD234 
Henderson-Arzapalo & 

King, 2002 
AY093645 195-322 

F: *AACTGGCTTTGTGATTGATCC 
R: TGAAGCAAAGGGTATTATTTGAG 

56

AoxD241 
Henderson-Arzapalo & 

King, 2002 AY093646 144-272 
F: *TGTTCACAATATAGTCTTCCAGGTC 

R: CACAACAAATCAAAACAGAAGC 56

Aox-12 King et al., 2001 AF067810 149-209 
F: *CAGAGTCTTCCTGCAGCACTT 

R: TGCAGAGAGAGAGTGTGTGTGTC 
56

‡ primer designed for this study 
* fluorochrome position 
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Table II. Informations obtained  by genotyping and sequencing on the five 
microsatellite loci and on the three sturgeon species 

Genotyping Sequencing 

A. sturio 
(n=52) 

A. oxyrinchus 
(n=57) 

A. naccarii 
(n=30) 

A. sturio 
(n=10) 

A.
oxyrinchus 

(n=12) 

A.
naccarii 
(n=10) 

Locus No
all. 

No
gen. Ho No

all. 
No

gen. Ho No
all.

No
gen. Bs No

all.
No

gen.
No
all. 

No
gen.

No
all.

No
gen.

LS19 2 2 0,47 4 7 0,5 2 3 0,78 2 2 4 6 3 4

LS54 2 2 0,6 3 5 0,2 6 11 0,45 2 2 3 3 12 8

LS68 2 2 0,23 9 14 0,69 7 16 0,42 2 2 9 10 13 10

Aox23 2 2 0,04 9 16 0,73 6 12 0,44 2 2 12 10 7 8

AoxD161 4 7 0,81   7 10 0,47 6 8 0,53 4 5 7 7   11 8

No all.: number of alleles, No gen.: number of genotypes, Ho: observed heterozygosity, Bs: band 
sharing (average probability an allele to be shared by two individuals) 
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II-B-2-c Discussion des résultats obtenus

 Discrimination A. sturio / A. oxyrinchus (voir figure 2 de l’article n°1) 

 Trois des cinq locus microsatellites analysés permettent de différencier 

l’esturgeon européen et l’esturgeon atlantique. Les allèles des deux espèces se 

distinguent par : 

(1) deux substitutions et un indel de 12 pb dans la région flanquante 5’ du locus 

Aox23. Cet élément diagnostique avait été utilisé à plusieurs reprises (Ludwig et al.

2002b ; Ludwig et al. 2008). Le séquençage de tous les allèles identifiés pour 

chacune des deux espèces – 12 chez A. oxyrinchus, 2 chez A. sturio – valide cette 

différence diagnostique. Par ailleurs, ce microsatellite est caractérisé par un motif 

répété mixte (TAC)x(TAA)y et les deux espèces se distinguent également par le 

nombre de motif de chaque type : le nombre de répétition (TAC) est plus élevé chez 

A. oxyrinchus et le nombre de répétition (TAA) est plus élevé chez A. sturio (la 

gamme des possibles étant (TAC)9-22(TAA)5-9 et (TAC)5-6(TAA)13-15 respectivement 

pour A. oxyrinchus et A. sturio) ; 

(2) deux substitutions dans la région répétée du locus AoxD161, transformant 

localement le motif de base (CTAT) en (CTGT) et (GTAT) chez A. sturio. Ces deux 

substitutions ont fixé la portion 3’ de la région répétée chez A. sturio, conduisant à 

des allèles plus longs chez ce dernier (> 160 pb) par rapport à A. oxyrinchus

(< 150 pb) ; les deux espèces peuvent donc également être distinguées sur ce locus 

sur la base des tailles d’allèles ; 

(3) une substitution dans la région flanquante 5’ du locus LS68. Imparfaitement 

diagnostique si elle est considérée seule, cette substitution permet néanmoins de 

distinguer les deux espèces si la longueur des allèles est prise en compte. En effet, 

les allèles d’A. sturio portent un G à la position 33, alors que les allèles 

d’A. oxyrinchus portent tous un A, sauf un qui porte un G. Cet allèle d’A. oxyrinchus 

se distingue pourtant des allèles d’A. sturio par un nombre différent de répétitions du 

motif répété. 

 Discrimination A. naccarii / A. oxyrinchus – A. sturio

 Les cinq locus analysés permettent de différencier l’esturgeon adriatique des 

« esturgeons de mer » sur la base de substitutions dans les régions flanquantes 
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(LS19, LS68 et AoxD161) ou dans la région répétée (LS54 et Aox23). Il n’est pas 

surprenant que les cinq locus soient diagnostiques, vu que les lignées évolutives 

menant respectivement à A. naccarii et au couple A. sturio / A. oxyrinchus ont 

divergé il y a environ 170 Ma (Peng et al. 2007). Par comparaison, seulement trois 

locus permettent de différencier A. sturio et A. oxyrinchus, espèces sœurs ayant 

divergé il y a environ 60 Ma (Peng et al. 2007). 

 Sur la possibilité de détecter les hybrides

 Un seul marqueur diagnostique est suffisant pour distinguer les individus 

d’espèce pure et les hybrides F1, mais Boecklen & Howard (1997) soulignent que 

quatre ou cinq marqueurs sont nécessaires au minimum pour identifier le stade 

d’hybridation (F1, premiers backcrosses de deux types, hybrides introgressés à des 

taux divers, F2, F3...). A l’exception des espèces pures et des F1, plus on aura de 

marqueurs diagnostiques, plus précise sera la détermination. 

 Le jeu de marqueurs nucléaires diagnostiques établi ici fournit un outil fiable 

pour la détection des hybridations entre A. sturio et A. naccarii ou entre A. sturio et 

A. oxyrinchus. A l’heure actuelle, les aires de répartition des trois espèces sont 

disjointes et les effectifs sont tellement faibles qu’il n’y a plus nulle part de 

reproduction naturelle en Europe. Néanmoins, avec le renforcement artificiel des 

populations existantes et les réintroductions, les distributions pourraient à nouveau 

se chevaucher à l’avenir, et le suivi des interactions entre espèces (dont 

l’hybridation) sera alors crucial. De plus, les marqueurs nucléaires développés ici ont 

été choisis pour être adaptables sur substrat ancien, permettant de tester l’existence 

ou non d’hybridations naturelles par le passé par l’analyse d’échantillons anciens 

(voir la partie II-C pour des applications pratiques).

 Sur la tétraploïdie d’A. naccarii

 Le séquençage des allèles microsatellites a permis d’observer pour chacun 

des cinq locus analysés l’existence de deux familles d’allèles chez A. naccarii, se 

distinguant par des substitutions ou des indels dans les régions flanquantes. Les 

séquences de ces deux familles d’allèles se groupent ensemble quand elles sont 

comparées aux allèles d’A. sturio et A. oxyrinchus, mais elles sont néanmoins 

relativement éloignées l’une de l’autre – plus que ne le sont les allèles d’A. sturio et 
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A. oxyrinchus (Figure II-9). L’existence de deux familles d’allèles chez A. naccarii est 

sans doute liée à l’état tétraploïde de l’espèce ; en effet, une polyploïdisation 

génomique aurait eu lieu dans la lignée menant à A. naccarii il y a environ 50-70 Ma 

(Peng et al. 2007). La duplication a conduit au relâchement des contraintes 

sélectives (Ohno 1970), ce qui pourrait expliquer la divergence importante des deux 

familles d’allèles. Ces familles correspondent sans doute aux locus paralogues issus 

de la duplication génomique, mais seules les familles des locus LS68 et AoxD161 se 

comportent de façon disomique (chaque individu portant deux allèles de chaque 

famille, parfois à l’état homozygote). Les autres locus ne se comportent pas 

systématiquement de façon disomique (un individu ne portant parfois des allèles que 

d’une seule famille), sans doute en raison de biais de séquençage pour LS54 et 

Aox23 (amplification préférentielle des allèles courts, allèles nuls...), et peut-être du 

fait de recombinaisons entre locus paralogues pour LS19. 

 A noter qu’il serait très intéressant de séquencer les allèles des espèces 

d’esturgeons appartenant à la même lignée évolutive que l’esturgeon adriatique – 

A. fluvescens, A. baerii et A. gueldenstaedtii en particulier – qui ont connu le même 

événement de polyploïdisation. Selon toute probabilité, deux familles d’allèles 

devraient également exister chez ces espèces tétraploïdes, avec une divergence 

équivalente aux deux familles d’A. naccarii (si l’hypothèse d’une polyploïdisation 

ancestrale à cette lignée est valide). 

Figure II-9 : Arbre phylogénétique présentant les relations entre les quatre familles 
d’allèles distinguées dans cette étude (NacA et NacB : A. naccarii, Stu : A. sturio et
Oxy : A. oxyrinchus). L’arbre est construit à partir des distances intergroupes par 
paires (échelle en % au bas de l’arbre, gaps pris en compte) moyennées sur les cinq 
locus microsatellites et calculées grâce au logiciel MEGA4 (Tamura et al. 2007). La 
matrice des distances intergroupes a ensuite servi de base pour la construction de 
l’arbre par Neighbour-Joining grâce au logiciel PHYLIP (Felsenstein 1989). 
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 Sur les limites de cette étude

 Plusieurs aspects de cette analyse pourraient être améliorés. (i) Tout d’abord 

les allèles les plus longs du locus LS54 n’ont pas tous pu être séquencés chez 

A. naccarii, en raison de la méthode de clonage utilisée. Au lieu de réaliser un 

clonage à partir du produit de PCR brut (dans lequel tous les allèles sont présents en 

mélange, suivant des proportions variables souvent en défaveur des allèles les plus 

longs), les différents allèles présents dans un même produit auraient pu être séparés 

par électrophorèse sur gel, découpés, purifiés, puis clonés individuellement (le 

clonage permettant d’acquérir des séquences à partir d’une faible quantité d’ADN). 

(ii) Ensuite certains allèles du locus Aox23 n’ont probablement pas été amplifiés chez 

A. naccarii – principalement dans la famille d’allèles courts – sans doute en raison 

d’un important polymorphisme de séquence dans les zones d’hybridation des 

amorces utilisées lors de la PCR. La mise au point d’amorces dans des portions plus 

conservées des régions flanquantes permettrait de mieux évaluer la diversité 

allélique de l’esturgeon adriatique pour ce locus, et permettrait également d’identifier 

de nouveaux sites polymorphes entre A. sturio et A. oxyrinchus (le locus Aox23 étant 

situé dans une zone minisatellite, type de séquences connu pour leur variabilité (le 

locus Aox23 étant situé dans une zone minisatellite, type de séquences connu pour 

leur variabilité ; Robles et al. 2004). (iii) Enfin, le nombre de locus séquencés aurait 

pu être augmenté, ce qui aurait sans doute permis d’identifier de nouveaux 

marqueurs diagnostiques nucléaires, en particulier pour discriminer A. sturio et 

A. oxyrinchus et augmenter la précision de la description des hybrides complexes.. 

 Cette étude souffre également d’autres biais inhérents au statut actuel des 

espèces d’esturgeons analysées. Par exemple, la mise au point de marqueurs 

diagnostiques nécessite théoriquement la prise en compte de l’ensemble de la 

diversité intraspécifique existante (ou du moins le maximum). Pour cela, il est 

nécessaire d’échantillonner plusieurs populations de chaque espèce, ce qui fut 

possible pour A. oxyrinchus (nous en avons étudié trois parmi la bonne douzaine 

subsistant en Amérique du Nord) mais pas pour A. sturio et A. naccarii, une unique 

population subsistant pour chacune d’elle (respectivement Gironde et Pô). De plus, 

les individus de ces deux espèces que nous avons analysés ont été prélevés dans le 

milieu naturel alors que les populations étaient déjà très réduites, et ne représentent 
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sans doute qu’une partie de la diversité génétique qui existait auparavant. La 

résolution de ce biais passe par l’analyse d’échantillons anciens provenant d’autres 

populations d’A. sturio et A. naccarii (voir la partie XX pour une discussion sur le 

sujet concernant A. sturio).

 Nous venons de voir que les espèces d’esturgeons peuvent être distinguées 

de façon rapide et fiable sur la base de critères génétiques mitochondriaux et 

nucléaires. L’analyse couplée de ces deux types de marqueurs permet également 

d’identifier d’éventuels hybrides. Les esturgeons ayant presque disparu d’Europe, la 

détermination des zones historiques de sympatrie et d’hybridation ne peut se faire 

qu’en analysant des échantillons anciens, ce que nous allons développer dans la 

prochaine partie. 
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II-C SYMPATRIES ET HYBRIDATIONS

II-C-1 LE CAS A. STURIO – A. NACCARII

II-C-1-a Paradigme en place il y a 20 ans

 Sympatrie dans les fleuves adriatiques

Il y a 20 ans, l’esturgeon de l’Adriatique A. naccarii était considéré comme 

ayant toujours été endémique de l’Adriatique (Tortonese 1989), et l’esturgeon 

européen A. sturio comme ayant été commun dans toute l’Europe (Holcik et al.

1989).

Les deux espèces étaient donc sympatriques dans les fleuves majeurs de 

l’Adriatique au cours du siècle dernier (voir Figure II-3, partie II-A-1), certainement 

dans le Pô (et ses affluents) et les fleuves de Vénétie en Italie (Adige, Bachiglione, 

Brenta...), et peut-être également dans certains fleuves des côtes yougoslaves et 

albanaises (Cetina, Buna). Cette sympatrie aurait perduré jusqu’à l’extinction 

d’A. sturio dans la région, probablement dans les années 1970. 

 Hybridation incertaine

L’importance relative des deux espèces là où elles se trouvaient en sympatrie 

n’est quasiment pas documentée, de même que d’éventuelles hybridations. Les deux 

espèces ayant des ploïdies différentes (A. sturio diploïde et A. naccarii tétraploïde ; 

Ludwig et al. 2001), leur hybridation est peu probable. 

Néanmoins, Birstein et al. (1997a) mentionne l’hybridation naturelle entre 

A. sturio et A. gueldenstaedtii en Mer Noire (citant Antipa 1909 ; Antoniu-Murgoci 

1946 ; Berg 1948 ; Banarescu 1964). Or A. naccarii est très proche 

d’A. gueldenstaedtii et d’A. persicus comme le montre la phylogénie de la figure I-6 ; 

sur la région de contrôle de l’ADNmt certains A. naccarii du Pô se sont aussi révélés 

être plus proches d’A. gueldenstaedtii que d’autres A. naccarii venant de la Buna 

(Ludwig et al. 2003). L’identité spécifique d’A. naccarii, A. gueldenstaedtii et 

A. persicus est donc questionnable, et ces trois espèces pourraient en réalité n’en 

former qu’une, A. naccarii étant une sous-espèce endémique de l’Adriatique et 
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A. persicus une sous-espèce endémique de la Caspienne (Birstein et al. 2000). En 

résumé, si A. sturio et A. gueldenstaedtii se sont hybridés dans les bassins fluviaux 

de la Mer Noire, il est tout à fait possible qu’A. sturio et A. naccarii se soient hybridés 

dans les bassins fluviaux de la Mer Adriatique. 

II-C-1-b A. naccarii en Méditerranée occidentale : une remise en cause... discutée

 L’étude qui déclencha la polémique :

 En 1997, des chercheurs des universités de Séville et Grenade ainsi que le 

directeur d’une pisciculture installée elle aussi à Grenade ont affirmé sur la base de 

critères morphologiques et génétiques que l’esturgeon A. naccarii n’était pas 

endémique de la Mer Adriatique, mais qu’il avait aussi été autochtone en péninsule 

ibérique jusque dans les années 1970 (Garrido-Ramos et al. 1997). En effet, quatre 

spécimens de musée datant du 20e siècle et pêchés dans le Guadalquivir (EBD-8173 

et EBD-8174 de la station biologique de Doñana à Séville), le Tage (MUC1 de 

l’Université de Coimbra) et le Mondego (MUC46B également de l’Université de 

Coimbra) se groupaient avec A. naccarii d’après les analyses morphométriques 

réalisées par les auteurs. De plus, en utilisant la famille satellite HindIII comme 

critère génétique diagnostique (cette famille est présente chez A. naccarii et absente 

chez A. sturio) les auteurs montraient que les spécimens EBD-8173 et EBD-8174 

appartenaient à l’espèce A. naccarii. Garrido-Ramos et al. (1997) se sont servi de 

ces résultats pour recommander l’introduction de l’esturgeon adriatique dans les 

fleuves de la péninsule ibérique, en particulier le Guadalquivir. 

 Des résultats remis en question par la communauté scientifique :

Les résultats obtenus par Garrido-Ramos et al. (1997) furent rapidement 

réfutés, que ce soit au niveau morphologique ou génétique : 

- Elvira & Almodovar examinèrent lors de trois études successives (1999 ; 2000a ; 

2000b) un nombre important d’esturgeons ibériques (respectivement 26, 31 et 42)  

conservés dans les musées espagnols et portugais. Parmi ces spécimens se 

trouvaient les quatre « naccarii » de Garrido-Ramos et al. (1997) (EBD-8173, EBD-

8174, MUC1 et MUC46B). Ils analysèrent ces individus sur la base de 39 critères 

morphométriques et 12 critères méristiques et les comparèrent à des esturgeons 

A. sturio de Gironde, de Mer Adriatique et de Mer du Nord ainsi qu’à des A. naccarii
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de l’Adriatique : les spécimens de musée provenant de la péninsule ibérique ont tous 

été identifié comme appartenant à l’espèce A. sturio. A noter que les auteurs 

exclurent certains spécimens de l’analyse globale du fait de leur très mauvais état de 

conservation ; EBD-8173 et EBD-8174 font partie de ces spécimens dégradés, mais 

furent néanmoins assignés à l’espèce A. sturio sur la base de l’analyse de la peau et 

des écailles. Les photographies récemment publiées de ces deux spécimens ainsi 

que d’un troisième (EBD-8401) confirment leur déplorable état de conservation 

(Figure II-10 ; à comparer avec le bon état des spécimens que nous avons utilisé, 

voir par exemple les photographies des spécimens du Rhône dans Brosse et al.

2009b).

Figure II-10 : Photographies des 
spécimens EBD-8173 (a), EBD-8174 
(b) et EBD-8401 (c).
Source : Martinez-Espin et al. (2009) 

- Rincon réanalysa le jeu de données morphométriques utilisé par Garrido-Ramos et 

al. (1997) dans deux études (Rincon 2000a ; Rincon 2000b), et observa qu’il n’y avait 

pas de soutien à l’existence de deux groupes distincts d’esturgeons en Ibérie (ces 

deux groupes avaient été interprétés comme correspondant à A. sturio et A. naccarii

par (ces deux groupes avaient été interprétés comme correspondant à A. sturio et 
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A. naccarii par Garrido-Ramos et al. 1997)). Il remarqua également que les deux 

variables composites utilisées par Garrido-Ramos et al. (1997) (C-A et F-B, où C est 

la distance entre la base des barbillons et l’arc cartilagineux de la bouche, A est la 

distance du bout du museau à la base des barbillons, F est la distance du bout du 

museau à l’arc cartilagineux de la bouche et B la largeur du museau à la hauteur des 

barbillons) sont affectées par l’allométrie ontogénétique (en d’autres termes varient 

en fonction de l’âge des spécimens), discriminant donc les petits A. sturio des gros 

A. sturio et pas forcément les espèces A. sturio et A. naccarii.

- Doukakis et al. (2000) tentèrent d’amplifier de courtes séquences d’ADNmt sur trois 

spécimens de musée ibériques : EBD-8173 et EBD-8174, plus EBD-8401 du même 

musée et provenant lui aussi du Guadalquivir. Ces essais furent réalisés par trois 

équipes différentes : une premier au Muséum Américain d’Histoire Naturelle 

(P. Doukakis, V. Birstein et R. DeSalle), une autre à Berlin (A. Ludwig et A.N. 

Ludwig) et la dernière à Madrid (B. Elvira, A. Almodovar, M. Machordom). Malgré 

toutes leurs tentatives, ils n’arrivèrent pas à obtenir de résultats reproductibles ni sur 

le Cyt b, ni sur l’ARN12S, ni sur la NADH5, obtenant essentiellement des séquences 

issues de contamination. Les auteurs en conclurent que l’ADN était peu préservé 

dans ces spécimens, et qu’il était peu probable que Garrido-Ramos et al. (1997) 

aient pu amplifier de l’ADN nucléaire endogène à partir de tels substrats.

- Almodovar et al. (2000) échouèrent dans l’amplification d’un fragment de 402 pb du 

Cyt b pour le spécimen EBD-8174, mais réussirent finalement à amplifier un 

fragment de 155 pb qui correspondait à l’esturgeon européen A. sturio et non à 

A. naccarii. A noter que ces analyses sont postérieures de quelques mois seulement 

à celles de Doukakis et al. (2000). 

 Les analyses génétiques réalisées par Garrido-Ramos et al. (1997) sont aussi 

discutables sur d’autres points : 

- les conditions d’expérimentation sur l’ADN ancien ne sont pas explicitées ; il est 

juste indiqué que l’ADN des spécimens de musée a été extrait suivant la méthode 

décrite par Pääbo (1989). Il n’est pas fait mention de l’utilisation de locaux dédiés 

pour l’étude des échantillons anciens. Aucun contrôle lors de l’extraction d’ADN 

(blanc, contamination croisée) ne semble avoir été réalisé. Les auteurs ayant 
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manipulé beaucoup d’ADN issu de tissus frais, la possibilité d’une contamination 

récurrente doit être envisagée. 

- le marqueur génétique employé – la famille nucléaire multicopie d’ADN satellite 

HindIII – n’est pas adapté à l’objectif de discrimination spécifique comme nous 

l’avons vu au II-B-2. 

- au vu des études de Doukakis et al. (2000) et Almodovar et al. (2000), l’ADN ne 

semble pas très bien préservé dans les spécimens EBD-8173 et EBD-8174 puisque 

l’amplification d’ADNmt a été très difficile (voir impossible dans certains laboratoires). 

Pourtant Garrido-Ramos et al. (1997) ont réussi à identifier la présence d’une famille 

d’ADN satellite nucléaire par digestion enzymatique et clonage sans même réaliser 

une amplification préalable par PCR, performance impossible si la quantité d’ADN 

est faible. 

 Les auteurs de l’étude initiale persistent et signent :

 Malgré cette levée de boucliers, les mêmes auteurs continuent à clamer que 

l’esturgeon adriatique vivait en sympatrie avec l’esturgeon européen dans la 

péninsule ibérique. 

De la Herran et al. (2004) ont ainsi réanalysé génétiquement EBD-8173 et 

EBD-8174, en rajoutant aussi quelques autres spécimens de musée capturés en 

dans les fleuves ibériques (dont EBD-8401) ou en Méditerranée. Les trois marqueurs 

nucléaires multicopies HindIII, PstI et ARN5S qu’ils ont utilisés groupent les 

spécimens EBD-8173, EBD-8174, EBD-8401 et MZUF5714 (du musée de Florence 

et originaire de Salerne sur la côte ouest de l’Italie) avec A. naccarii, alors que ces 

individus étaient étiquetés comme appartenant à l’espèce A. sturio. Ils ont également 

analysé EBD-8173, EBD-8174 et EBD-8401 sur deux marqueurs mitochondriaux – 

212 pb du Cyt b et 139 pb de l’ARN12S – obtenant des séquences d’A. naccarii pour 

EBD-8173 et EBD-8401 mais pas pour EBD-8174 ; pour ce dernier, ils ont identifié la 

même séquence d’A. sturio qu’Almodovar et al. (2000), interprétant ce résultat 

comme un signe de fiabilité de leur analyse et comme un état hybride pour le 

spécimen. Malheureusement, ces résultats ne sont sans doute pas plus fiables que 

ceux de Garrido-Ramos et al. (1997) puisqu’ils ont été réalisé dans le même 

laboratoire, par les mêmes personnes et dans les mêmes conditions. Il est troublant 

- 123 -



RELATIONS INTERSPECIFIQUES : A. STURIO – A. NACCARII

que ces auteurs arrivent à analyser cinq marqueurs génétiques dont trois nucléaires 

sur EBD-8173, EBD-8174 et EBD-8401, pour des spécimens qui n’ont donné que 

des contaminations (ou au mieux un peu d’ADNmt pour EBD-8174) dans trois 

laboratoires indépendants de renommée internationale (Doukakis et al. 2000). 

L’hypothèse d’une contamination récurrente est la plus plausible. 

 Sur la base de ces analyses génétiques critiquables et de la méthode 

d’analyse morphométrique qui avait été mise en doute par Rincon (2000a), Garrido-

Ramos et al. (2009) – dans un chapitre du livre « Biology, Conservation and 

Sustainable Development of Sturgeons » qu’ils ont eux-mêmes édités – prétendent 

que de nombreux esturgeons de musées en Europe ont été mal identifiés et ne sont 

en fait pas des A. sturio mais des A. naccarii. Toujours dans ce chapitre, les auteurs 

affirment que « la distribution historique [d’A. naccarii] s’étend au moins de la 

Gironde à l’Adriatique, sans discontinuité géographique », continuant d’aller à contre-

courant par rapport à leurs collègues, et sans donnée tangible pour soutenir cette 

extension importante de l’aire de répartition. Considérant comme un fait la présence 

d’A. naccarii en Ibérie, les auteurs préconisent son introduction dans les fleuves 

espagnols et en particulier dans le Guadalquivir. Coïncidence ou non, la ferme 

aquacole d’A. Domezain – l’un des auteurs – est installée sur les bords du 

Guadalquivir et élève des esturgeons... de l’Adriatique. Elle serait bien sûr prête à 

fournir les poissons pour une introduction dans le milieu naturel. 

 L’apport de deux études paléogénétiques récentes :

La première étude menée par Pagès et al. (2009) servit de tremplin à cette 

thèse, dans le sens où elle s’intéressa à des restes archéologiques provenant du 

Rhône, sur lesquels nous nous sommes penchés et dont nous avons poursuivi 

l’analyse par la suite (voir le chapitre III, en particulier la partie III-C). Ces échantillons 

datant du 2e au 6e siècle av. J.-C., ont été exhumés du site du Jardin d’Hiver situé 

sur les bords du Rhône, près de la ville d’Arles, dans le sud de la France. Une étude 

archéozoologique antérieure n’a relevé la présence d’aucune autre espèce que 

l’esturgeon européen A. sturio sur ce site, où plus de 2500 restes osseux ont été 

trouvé (Desse-Berset 1994). En analysant une portion de Cyt b sur quatre 

échantillons de ce site – correspondant à quatre individus différents – Pagès et al.

(2009) identifièrent à chaque fois la séquence correspondant à celle d’A. sturio, qui 
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était donc sans aucun doute l’espèce majoritaire présente dans le Rhône il y a plus 

de 2000 ans. 

La seconde étude menée par Ludwig et al. (2009c) se trouva être encore plus 

pertinente car elle s’intéressa à 12 restes archéologiques provenant de six sites 

ibériques (sud du Portugal et sud-ouest de l’Espagne) et datant du Magdalénien 

(autour de 11 ka BP) au 15e siècle de notre ère. La morphologie des écailles a été 

identifiée comme semblable à celle d’A. sturio pour tous les échantillons, et cinq 

restes ont pu être analysé sur 209 pb de la D-loop (fragment Dlo-5’, voir description 

dans le chapitre III) et donnant tous des séquences d’A. sturio ; ces cinq échantillons 

positifs viennent des sites archéologiques de Castro Marim au sud du Portugal (1,9-

2,5 ka BP, embouchure du fleuve Guadiana) pour deux d’entre eux, et de La Cartuja 

près de Séville en Espagne (0,4-0,5 ka BP, bord du Guadalquivir) pour les trois 

autres. Ces résultats excluent la présence fréquente d’A. naccarii dans la péninsule 

ibérique au moins jusqu’au 15e siècle. 

II-C-1-c Apports des données de cette thèse

 Apports des données de cette thèse : restes archéologiques

 Au cours de cette thèse, nous avons analysé au niveau génétique 56 restes 

archéologiques – correspondant à 56 esturgeons différents – provenant de quatre 

sites archéologiques localisés sur les bords du Rhône, et âgés de 250 à 2500 ans 

(voir l’annexe 2 pour des informations sur les échantillons, et l’annexe 3 pour 

visualiser le jeu de données correspondant). La description des quatre sites 

archéologiques – Jardin d’Hiver, Montmajour, Lattes et Parc Saint-Georges – sera 

réalisée dans la partie III-C. Les 56 échantillons ont donné des résultats sur le 

fragment Dlo-5’ de l’ADNmt, et 36 ont pu être analysé avec succès sur une partie ou 

la totalité des cinq marqueurs microsatellites diagnostiques établis dans l’article n°1. 

Toutes les séquences obtenues, que ce soit au niveau mitochondrial ou nucléaire, 

ont été identifiées comme appartenant à A. sturio (voir le tableau de la figure II-11), 

ce qui permet d’exclure avec une confiance de 95% la présence d’A. naccarii dans le 

Rhône à une fréquence supérieure à 5,2%, ainsi que la présence d’hybrides à une 

fréquence supérieure à 8% ; avec une confiance de 99%, les fréquences d’exclusion 

sont respectivement de 7,9 et 12%. Le détail du raisonnement et des calculs est 

présenté à la figure II-11. 
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 Ces analyses comprennent 14 fois plus d’échantillons que celles de 

Pagès et al. (2009) et incluent en plus une détermination spécifique au niveau 

nucléaire permettant l’identification d’éventuels hybrides. Elles confirment de façon 

définitive et avec un soutien statistique fort que seul l’esturgeon européen vivait dans 

le Rhône au cours des trois derniers millénaires et démontrent qu’aucune hybridation 

significative avec A. naccarii n’y a eu lieu. Le Rhône étant un des fleuves majeurs de 

Méditerranée occidentale, ces résultats vont à l’encontre des théories de Garrido-

Ramos et al. (2009). 

Figure II-11 : Nombre de restes archéologiques provenant du Rhône étudiés 
avec succès au niveau mitochondrial et nucléaire. Distinction est faite entre les 
différents sites archéologiques. Le raisonnement permettant de déterminer les 
fréquences d’exclusion dans le Rhône concernant A. naccarii et les hybrides 
A. naccarii - A. sturio est exposé. 

Par ailleurs, nous avons analysé un échantillon archéologique datant du 5e

siècle de notre ère et provenant de l’estuaire du Sado au Portugal (code labo 
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CH1188 dans l’annexe 2). Les séquences mitochondriales et nucléaires obtenues à 

partir de cet échantillon indiquent qu’il s’agit d’un A. sturio. Ces résultats sont 

cohérents avec ceux décrits par Ludwig et al. (2009c) et contredisant l’hypothèse 

d’une sympatrie A. sturio – A. naccarii dans la péninsule ibérique. 

Au final l’ensemble des données obtenues à partir des restes archéologiques 

va dans le sens d’une absence d’A. naccarii en Méditerranée occidentale (voir la 

synthèse à la figure II-12). 

Figure II-12 : A. naccarii en dehors de la mer Adriatique : synthèse des données 
obtenues à partir des restes archéologiques. Le fleuve, l’âge et les références 
traitant de ces échantillons sont indiqués. Pour chaque fleuve sont également 
inscrits : le nombre d’A. naccarii identifié / le nombre d’échantillons déterminé 
génétiquement / le nombre d’échantillon déterminé morphologiquement. 

 Apports des données de cette thèse : spécimens de musées capturés en 

Mer Méditerranée occidentale

 Au cours de cette thèse, nous avons également analysé au niveau génétique 

29 spécimens de muséums datant des 19e-20e siècles et capturés en Méditerranée 

occidentale ou au Portugal (voir l’annexe 2 pour des informations sur les 

échantillons, et l’annexe 3 pour visualiser le jeu de données correspondant). Tous 

étaient étiquetés comme étant des A. sturio, sauf un spécimen pêché au large de 
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Nice étiqueté A. naccarii (code labo CH544). Parmi ces spécimens, ceux pêchés en 

fleuve peuvent être rattachés à la population ayant vécu dans ledit fleuve, mais la 

population d’origine des individus capturés en mer reste difficile à déterminer. En 

effet comme nous l’avons vu dans la partie I-B-1-d, les esturgeons anadromes 

(comme A. sturio, A. oxyrinchus et A. naccarii) peuvent s’aventurer très loin de leur 

fleuve natal lors de la phase de vie marine ; ainsi, un esturgeon pêché en mer 

appartient probablement à la population du fleuve le plus proche, mais il n’est pas 

exclut qu’il vienne d’un fleuve plus éloigné. 

Sur les 29 esturgeons de musée analysés, 25 d’entre eux ont donné des 

résultats sur l’ADNmt et 18 sur l’ADNnuc (Tableau II-1).

Tableau II-1 : Nombre de spécimens de musée provenant de Méditerranée 
occidentale étudiés avec succès au niveau mitochondrial et nucléaire. Distinction 
est faite entre les spécimens capturés en mer et ceux capturés dans un fleuve. 
Stu = A. sturio, Nac = A. naccarii, Oxy = A. oxyrinchus, ruth = A. ruthenus.

Parmi les esturgeons pêchés en fleuve, tous ont été identifiés comme 

A. sturio, sauf un esturgeon pêché dans l’Ebre identifié comme un A. oxyrinchus (au 

niveau mitochondrial et nucléaire ; code labo CH1234) et un autre esturgeon pêché 

dans le Rhône identifié comme un hybride introgressé d’A. oxyrinchus et A. sturio (il 

porte un haplotype mitochondrial d’A. oxyrinchus et des allèles microsatellites 

d’A. oxyrinchus et d’A. sturio ; code labo CH554). Nous rediscuterons de ces deux 

spécimens dans la partie II-C-2.  

Parmi les esturgeons pêchés en mer, tous ont été identifiés comme A. sturio,

sauf trois esturgeons capturés en mer entre Nice et Livourne : deux d’entre eux sont 

des A. naccarii (au niveau mitochondrial et nucléaire ; codes labo CH544 et CH1175) 

et le dernier est un A. ruthenus (au niveau mitochondrial et nucléaire ; code labo 

CH547).  
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L’origine méditerranéenne de l’A. ruthenus est très peu probable car cette 

espèce n’a jamais été reportée en dehors des mers Noire et Caspienne ; les 

discussions avec les responsables des collections du musée des Confluences à 

Lyon (d’où provient le spécimen) amènent à penser qu’il pourrait s’agir d’une erreur 

d’étiquetage car d’autres poissons en provenance de Mer Noire sont entrés au 

musée la même année.

L’identification de deux A. naccarii semble indiquer la présence d’A. naccarii 

hors de la Mer Adriatique. Cependant, aucun A. naccarii n’ayant été identifié ni sur 

les sites archéologiques installés au bord du Rhône, ni parmi les spécimens de 

musée capturés dans les fleuves de Méditerranée occidentale, l’existence d’une ou 

plusieurs populations fonctionnelles de cette espèce dans la région est hautement 

improbable. Plusieurs hypothèses alternatives peuvent être envisagées pour 

expliquer ces observations : 

1) une erreur d’étiquetage est possible, même si ces deux poissons viennent de 

deux musées différents (MNHN de Paris et MZUF de Florence) ; il est également 

possible que ces poissons aient été achetés par le musée comme venant de 

Méditerranée alors que ce n’était pas le cas. Le spécimen MZUF a en particulier été 

acheté sur le marché de Florence. 

2) il est tout fait envisageable que ces deux esturgeons soient issus des populations 

d’A. naccarii de la Mer Adriatique et qu’ils aient été capturés en Mer Méditerranée 

lors de leur phase de vie marine. Les esturgeons anadromes peuvent en effet se 

déplacer sur de longues distances en mer ; des esturgeons européens de la 

population de Gironde ont ainsi été capturés jusqu’au Danemark, en Irlande et même 

en Islande (Williot et al. 1997) ; autre exemple, D’Ancona (1924) mentionnait la 

présence de quelques spécimens d’A. stellatus en Mer Adriatique et même en 

Méditerranée occidentale au début du 20e siècle, alors que les populations 

fonctionnelles les plus proches pour cette espèce étaient situées en Mer Noire. Il est 

ainsi possible que certains A. naccarii sortent de la Mer Adriatique lors de leur phase 

de vie marine : en suivant la côte Est de la Mer Adriatique, les esturgeons se 

retrouvent en Grèce – où des captures d’A. naccarii ont été reporté (Economidis 

1973) – et en suivant la côte Ouest les esturgeons se retrouvent en Méditerranée. 

Ludwig et al. (2003) évoquent une limitation possible des déplacements en mer 

d’A. naccarii du fait d’une sensibilité aux salinités supérieures à 11‰ (la salinité 

moyenne en Mer Adriatique et en Méditerranée est d’environ 34‰) ; les études qui 
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ont porté sur le sujet se sont focalisées sur des jeunes de l’année qui n’ont peut-être 

pas les mêmes caractéristiques physiologiques que les subadultes et les adultes 

(McKenzie et al. 1999 ; McKenzie et al. 2001) ; d’autres analyses seraient 

nécessaires pour éclaircir ce point, étant donné que ce sont souvent les adultes qui 

réalisent de longs déplacements en mer pour se nourrir. La décharge d’eau douce du 

Pô et de l’Adige engendrant un courant d’eau moins salée qui longe la côte italienne 

de l’Adriatique jusqu’en Sicile (Orlic et al. 1992 ; Zonneveld 1996), elle pourrait 

également permettre aux esturgeons A. naccarii de sortir de la Mer Adriatique vers la 

Méditerranée occidentale sans être exposés à de trop fortes salinités. 

A noter de façon intéressante que parmi les esturgeons de Méditerranée 

analysé pendant cette thèse se trouve le spécimen MZUF-5714 (code labo CH1147) 

qui a été pêché en Mer Méditerranée au large de Salerne. De la Herran et al. (2004)

avait déterminé génétiquement ce spécimen comme appartenant à l’espèce

A. naccarii sur la base du marqueur nucléaire HindIII, alors qu’il est étiqueté A. sturio

au musée de Florence. Les résultats de nos analyses sont en contradiction avec 

ceux obtenus par De la Herran et al. (2004), car l’haplotype de Dloop et les allèles de 

deux des cinq marqueurs microsatellites diagnostiques (les trois autres marqueurs 

n’ont pas donné de résultat du fait de la faible quantité d’ADN) ont tous identifiés 

A. sturio. De plus les quantifications d’ADN que nous avons effectuées sur ce 

spécimen indiquent une conservation moyenne à faible de l’ADN, incompatible avec 

une hybridation significative de fragments de la taille du motif répété du marqueur 

HindIII (qui fait 171 pb). 

Nos analyses ont été réalisées en respectant les standards les plus élevés de 

la paléogénétique (voir annexe 1), nous considérons donc que nos résultats sont 

fiables. Les données obtenues à partir des spécimens de musée suggèrent la 

présence ponctuelle d’A. naccarii en Méditerranée occidentale (à proximité de la Mer 

Adriatique), mais en aucune façon la présence de populations fonctionnelles car les 

captures sont très peu nombreuses et toujours effectuées en mer (voir la synthèse à 

la figure II-13).
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Figure II-13 : A. naccarii en dehors de la mer Adriatique : synthèse des données 
disponibles sur les spécimens de musée. Chaque croix correspond à un seul 
spécimen (sauf pour le Guadalquivir). Le code musée, la date de capture et les 
références sont indiquées pour chaque individu. Tous les individus ont été 
analysés au niveau génétique et morphologique (sauf MSNG-40364 pour qui il 
n’y a pas de donnée génétique). Croix verte : pas de conflit entre les données 
(A. naccarii probable), croix orange : discordance dans les données (A. sturio
probable).

 Apports des données de cette thèse : spécimens de musées capturés en 

Mer Adriatique

 En plus de ces 32 spécimens de Méditerranée occidentale et du Portugal, 

nous avons également analysé 20 spécimens de la Mer Adriatique, dont quatre 

étiquetés H. huso, un A. naccarii et un A. stellatus (Tableau II-2). 

Les quatre H. huso ne donnèrent aucun résultat génétique, peut-être à cause 

d’un passage prolongé dans le formol. Le spécimen étiqueté A. stellatus a été 

identifié comme un A. sturio, au niveau nucléaire et mitochondrial (code labo 

CH1173). Le spécimen étiqueté A. naccarii appartient bien à cette espèce, comme 

attendu (code labo CH1177).

Les 14 autres spécimens sont tous des A. sturio, et sur les huit validés à la 

fois au niveau mitochondrial et nucléaire, aucune trace d’hybridation avec A. naccarii

n’a été observée. Ces résultats sont congruents avec ceux de Ludwig et al. (2003) 

qui ont analysé 65 A. naccarii originaires du Pô (n=48) et de la Buna (n=17) à l’aide 
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d’un marqueur mitochondrial (Dloop) et de huit marqueurs nucléaires (microsatellites) 

et qui n’ont pas détectés de signe d’hybridation (attention toutefois, les allèles 

microsatellites n’ont pas été séquencés et n’ont pas de valeur diagnostique 

individuellement ; l’analyse globale du jeu de données microsatellite par ACP ne 

montre néanmoins pas d’individu aberrant se distinguant du groupe principal, 

indiquant l’absence d’hybrides avec A. sturio).

La Mer Adriatique étant la zone de sympatrie reconnue entre A. sturio et 

A. naccarii, la non détection d’hybrides dans cette région tend à montrer que 

l’hybridation entre ces espèces est un phénomène rare sinon inexistant. Seule une 

mention d’hybridation a été faite par De la Herran et al. (2004) au sujet du spécimen 

EBD-8174, pour expliquer l’obtention de résultats non congruents entre ADNmt et 

ADNnuc. Les résultats concernant ce spécimen ne pouvant pas être considéré 

comme fiables – en particulier ceux obtenus sur l’ADN nucléaire – il est raisonnable 

de penser ce spécimen n’est en réalité pas un hybride.

Tableau II-2 : Nombre de spécimens de musée provenant de la mer Adriatique
étudiés avec succès au niveau mitochondrial et nucléaire. 

II-C-1-d Bilan et perspectives

 Au vu des données présentées ci-dessus, il n’y a pas d’arguments 

déterminants permettant d’établir la présence de populations fonctionnelles 

d’A. naccarii en dehors de la Mer Adriatique : 

- aucun juvénile n’a été identifié en dehors de la Mer Adriatique 

- aucun individu n’a été capturé en train de remonter dans un fleuve pour se 

reproduire en dehors de la Mer Adriatique (hormis EBD-8173, EBD8174 et EBD-

8401 dont la détermination spécifique est controversée et qui sont probablement en 

fait des A. sturio)
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- aucun reste archéologique n’atteste la présence de cette espèce en dehors de la 

région adriatique, que ce soit en Méditerranée occidentale ou sur la façade atlantique 

de la péninsule ibérique 

 Des individus isolés de l’espèce A. naccarii ont néanmoins été capturés 

occasionnellement sur les côtes européennes de la Méditerranée occidentale, mais 

toujours en mer. Ces spécimens sont probablement originaires de la Mer Adriatique 

et se sont déplacés sur plusieurs centaines de kilomètres jusqu’en Méditerranée pour 

se nourrir ; nous l’avons vu, de telles migrations ne sont pas rares chez les 

esturgeons.  

 Concernant l’hybridation entre les deux espèces, aucune trace tangible n’a été 

détectée, que ce soit à partir des restes archéologiques ou des spécimens de 

musées. En particulier aucun hybride n’a été identifié au sein des esturgeons de 

musée capturés en Mer Adriatique (A. sturio et A. naccarii), seule région où la 

sympatrie des deux espèces est avérée.

 Afin de mieux caractériser les relations entre A. sturio et A. naccarii, il serait 

pertinent de s’intéresser à des restes archéologiques provenant d’Italie du Nord ou 

d’autres régions bordant la Mer Adriatique. L’analyse paléogénétique de tels restes 

permettrait d’estimer le ratio des deux espèces dans les fleuves où elles vivaient en 

sympatrie, et donc d’évaluer indirectement la compétition qui pouvait exister entre 

elles. Cette information pourrait s’avérer utile dans le cadre de la conservation des 

deux espèces. 
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II-C-2 LE CAS A. STURIO – A. OXYRINCHUS

II-C-2-a Paradigme en place il y a 20 ans

 Des distributions géographiques disjointes

Il y a 20 ans, l’esturgeon atlantique A. oxyrinchus était considéré comme une 

espèce purement américaine, les populations de cette espèce étant installées dans 

tous les fleuves importants de la façade atlantique américaine – du Canada à la 

Floride – ainsi que dans le Golfe du Mexique. Les populations de l’océan Atlantique 

et celles du Golfe du Mexique forment deux sous-espèces nommées respectivement 

A. o. oxyrinchus et A. o. deostoi (Vladykov 1955 ; Ong et al. 1996). 

A. sturio sur la façade atlantique européenne, A. oxyrinchus sur la façade 

atlantique américaine, la situation paraissait simple (Figure II-14). De plus, les 

distributions étant disjointes, la question d’une éventuelle hybridation ne se posait 

même pas.

Figure II-14 : Répartitions historiques d’A. sturio et A. oxyrinchus sur les façades 
européennes et américaines, telles qu’elles étaient perçues jusqu’à la fin du 
siècle dernier.
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 Un statut taxonomique discuté

 Malgré cette distribution géographique tranchée, la situation taxonomique du 

couple n’a pas toujours été très claire, principalement en raison de la forte 

ressemblance morphologique qui les caractérise (voir partie II-B-1).

L’esturgeon européen A. sturio fut le premier décrit (Linné 1758), suivi un 

demi-siècle plus tard par l’espèce américaine A. oxyrinchus (Mitchill 1815). A la fin du 

19e et au début du 20e siècle, les deux formes étaient néanmoins souvent 

considérées comme des sous-espèces d’A. sturio en raison de leur ressemblance, 

nommées A. sturio sturio pour la version européenne et A. sturio oxyrinchus pour la 

version américaine (Smith 1891 ; Tilhii 1929 ; Berg 1948).

Plus tard, d’autres auteurs en particulier Magnin (1959 ; 1962) se remirent à 

considérer les deux formes comme deux espèces à part, même si la confusion est 

toujours présente, Magnin (1959) parlant d’A. sturio dans le fleuve Delaware et dans 

le Golfe du Maine aux Etats-Unis (faisant référence à des travaux antérieurs qui ne 

faisaient sans doute pas la distinction entre les deux formes). Sur la base de critères 

morphologiques, Magnin & Beaulieu (1963) rétablissent le statut d’espèces à part 

entière pour A. sturio (Linnaeus 1758) et A. oxyrinchus (Mitchill 1815), ce qui sera 

confirmé ensuite par les premières phylogénies moléculaires (Birstein et al. 1997a ; 

Birstein & DeSalle 1998). Malgré ces arguments morphologiques et génétiques, le 

statut taxonomique des deux espèces est resté discuté, certains auteurs continuant à 

douter que les deux taxa méritent chacun le statut d’espèce (Artyukhin & Vecsei 

1999 ; Debus 1999). 

 Des indices mal interprétés à cause du paradigme en place

Artyukhin & Vecsei (1999) ont remis en question la validité de la différenciation 

des espèces A. sturio et A. oxyrinchus sur un seul argument : les esturgeons de la 

Mer Baltique – qui on disparu dans les années 1980, voir figure I-10 – sont 

morphologiquement plus proches d’A. oxyrinchus que d’A. sturio (Tableau II-3). Dans 

l’esprit des auteurs les esturgeons de Baltique sont obligatoirement des A. sturio,

donc s’ils sont plus proches des A. oxyrinchus que des autres A. sturio, c’est 

simplement parce que les deux espèces A. sturio et A. oxyrinchus n’en forment 

qu’une.
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Tableau II-3 : Tableau 1 de l’article de Artyukhin & Vecsei (1999) présentant les 
caractéristiques morphologiques des populations d’A. oxyrinchus du St-Laurent, 
d’A. sturio de la Gironde et des esturgeons de la Baltique que les auteurs 
considèrent être des A. sturio. Notez la similitude des caractères entre 
A. oxyrinchus et les esturgeons de la Baltique. 

Figure II-15 : Figure 10 de l’article de Debus (1999) présentant le nombre 
d’écailles dermiques dorsales et latérales pour différentes populations d’A. sturio et 

A. oxyrinchus, ainsi que pour les esturgeons de la Baltique. La figure a été 
mais sans altérer son contenu. 

d’
modifiée dans un souci de lisibilité 
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Dans le même numéro de la même revue, Debus (1999) mettait également 

clairement en évidence la singularité des esturgeons de la Baltique, qui se trouvaient 

être plus proches des A. oxyrinchus que des autres populations d’A. sturio (Figure II-

15). Malgré cela, il n’envisageait pas que ces esturgeons puissent être des 

A. oxyrinchus, mais plutôt qu’il pouvait s’agir d’A. sturio ayant gardé des caractères 

ancestraux proches des A. oxyrinchus, ce qui justifiait la remise en question du statut 

spécifique des deux espèces.

 Des études génétiques (Cytb b) ont même été réalisées sur un échantillon de 

tissu d’un esturgeon capturé en Estonie en 1996 (la dernière prise recensée en 

Baltique, voir Paaver 1996), montrant également au niveau génétique la proximité 

des esturgeons de la Baltique avec A. oxyrinchus (Birstein et al. 1998 ; figure II-16). 

Là encore, l’interprétation fut que la population Baltique était une population 

d’A. sturio particulière, sans doute reproductivement isolées des autres populations 

d’A. sturio de la façade atlantique.

Figure II-16 : Extrait de la figure 2 de l’article de Birstein et al. (1998), 
présentant une portion de l’arbre construit à partir de 300 pb du Cyt b et incluant 
deux séquences d’A. sturio (H : mer du Nord, S : Gironde), deux séquences 
d’A. oxyrinchus (o : A. o. oxyrinchus, d : A. o. desotoi) et la séquence d’un 
esturgeon estonien capturé dans la Baltique. 

II-C-2-b A. oxyrinchus en Mer Baltique : une remise en cause... rapidement acceptée

 La publication qui fit la lumière sur les esturgeons de Baltique

 Malgré les indices à la fois morphologiques et génétiques indiquant la 

divergence des esturgeons de la Baltique par rapport aux autres esturgeons 
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européens, il fallut attendre Ludwig et al. (2002b) pour que l’hypothèse d’une 

présence d’A. oxyrinchus dans la Mer Baltique soit proposée.

 Ludwig et al. (2002b) s’intéressèrent d’abord à 64 spécimens naturalisés 

provenant essentiellement de la Mer Baltique et de la Mer du Nord – dont 43 furent 

testés au niveau génétique pour un marqueur mitochondrial (Dloop) et un marqueur 

nucléaire (région flanquante 5’ du microsatellite Aox23) diagnostiques –, comparés à 

67 esturgeons A. sturio modernes de la Gironde (issus du stock captif du Cemagref) 

et à 361 A. oxyrinchus modernes provenant de neuf populations américaines. Parmi 

les 25 spécimens de musées qui donnèrent des résultats mitochondriaux, 14 

présentaient un haplotype spécifique d’A. sturio (Mer du Nord et Méditerranée), mais 

10 spécimens de la Baltique et un spécimen de la Mer du Nord présentaient un 

haplotype spécifique d’A. oxyrinchus (Figure II-17). La présence d’A. oxyrinchus en 

Baltique était démontrée grâce à la paléogénétique et permettait d’expliquer de façon 

cohérente toutes les observations précédentes relatant la singularité des esturgeons 

de la Baltique par rapport aux autres esturgeons présents en Europe (Birstein et al.

1998 ; Artyukhin & Vecsei 1999 ; Debus 1999). 
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Figure II-17 : Résultats obtenus 
par Ludwig et al. (2002b) sur les 
spécimens de musée capturés 
en mers du Nord et Baltique au 
cours des 19e et 20e siècles (ci-
dessus). Les spécimens étudiés 
avec succès au niveau 
génétique sont localisés sur la 
carte ci-contre ; A. sturio en rond 
bleu et A. oxyrinchus en étoile 
rouge.
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Le seul haplotype mitochondrial d’A. oxyrinchus identifié en Baltique 

correspond à l’haplotype A, qui avait été précédemment identifié en Amérique et qui 

se trouve être fixé dans les populations d’A. oxyrinchus vivant le plus au nord de la 

distribution américaine. Ludwig et al. (2002b) en conclurent donc que les 

A. oxyrinchus de la Baltique provenaient sans doute des populations américaines les 

plus septentrionales (entre le fleuve St-Laurent au Canada et le fleuve Hudson aux 

USA) par migration à travers l’Atlantique. 

Par ailleurs, les résultats obtenus au niveau nucléaire sur les spécimens de 

musées de Baltique et de Mer du Nord furent tous congruents avec les résultats 

mitochondriaux, ne donnant aucun signe d’hybridation entre les deux espèces. 

Une fois la présence d’A. oxyrinchus démontrée en Baltique grâce aux 

spécimens de musée, Ludwig et al. (2002b) tentèrent de déterminer la période à 

laquelle la colonisation de la Mer Baltique par cette espèce avait eu lieu. Pour cela, 

ils réanalysèrent la morphologie de 972 écailles dermiques – attention, ces écailles 

n’appartiennent pas forcément à 972 individus différents – provenant principalement 

de 9 sites archéologiques (Figure II-18), et conclurent à la colonisation de la Mer 

Baltique d’abord par A. sturio à la fin du Pléistocène (avant 3 ka BP), puis par 

A. oxyrinchus il y a environ 1,2 ka BP. Les auteurs proposèrent un modèle impliquant 

un remplacement d’A. sturio par A. oxyrinchus dans la Baltique entre 1,2 et 0,8 ka BP 

lors du petit âge glaciaire, permettant d’expliquer le déclin d’A.  sturio dans la région 

après l’arrivée d’A. oxyrinchus. L’hypothèse d’une plus grande tolérance aux 

conditions froides chez A. oxyrinchus par rapport à A. sturio – le premier pouvant 

frayer lorsque la température de l’eau est entre 13 et 18°C, le second ayant besoin 

d’une eau à plus de 20°C – fut avancée par les auteurs.  

L’identification de plusieurs centaines de restes d’A. oxyrinchus en Mer 

Baltique permet de conclure à l’existence de populations fonctionnelles de cette 

espèce dans la région, sans doute depuis le Moyen-Âge et jusqu’à l’extinction de la 

population dans les années 1990. 
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Figure II-18 : Nombre et proportion
relative d’écailles osseuses présentant 
les caractéristiques morphologiques
d’A. sturio (en bleu) et d’A. oxyrinchus
(en rouge) en mer du Nord et en mer 
Baltique au cours des 5000 dernières 
années (ci-dessus), sur neuf sites 
archéologiques (1 à 9) et sur les 
spécimens de musée des 19e et 20e

siècles (barres tout à fait à droite). Les 
sites sont indiqués sur la carte ci-contre 
par leur numéro, la couleur de fond 
indiquant l’espèce dominante suivant le 
même code que ci-dessus. Modifié 
d’après Ludwig et al. (2002b). 

 Une découverte rapidement suivi d’applications pratiques

 L’identification des esturgeons de la Baltique comme appartenant à l’espèce 

A. oxyrinchus fut très rapidement acceptée par la communauté scientifique, sûrement 

parce qu’elle apportait une réponse à la singularité de la population d’esturgeons 

baltiques qui avait été notée depuis quelques années. 

 Un projet de réintroduction d’A. oxyrinchus en Mer Baltique fut lancé, 

impliquant des analyses préliminaires (Arndt et al. 2006 ; Gessner & Arndt 2006) et 

l’importation d’individus des populations canadiennes par avion (Gessner et al. 2009) 
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permettant la mise en place d’un stock captif en Allemagne. Des esturgeons 

A. oxyrinchus sont relâchés dans le fleuve Oder à la frontière germano-polonaise 

depuis 2006, ainsi que dans la Vistule en Pologne. 

 Aux origines de la population baltique

 Tiedemann et al. (2007) affirmèrent sur la base d’une analyse du CMH que la 

population d’esturgeons de la Mer Baltique n’était pas composée d’A. oxyrinchus

comme démontré par Ludwig et al. (2002b), mais d’hybrides entre A. sturio et 

A. oxyrinchus. Reposant sur un marqueur multicopies mal caractérisé chez les 

esturgeons (voir partie II-B-2-b), cette étude ne peut pas être considérée comme une 

révision fiable du statut de la population de la Mer Baltique. De plus, aucune trace 

d’hybrides n’avait été détectée par Ludwig et al. (2002b). 

 Afin de mieux caractériser la colonisation de la Mer Baltique par A. oxyrinchus,

Ludwig et al. (2008) analysèrent au niveau génétique 586 écailles dermiques 

d’esturgeons baltiques datant de l’époque médiévale (8e-13e siècles de notre ère) et 

provenant de deux sites archéologiques (la majorité des échantillons venant du site 

de Ralswiek, voir figure II-18). Parmi ces écailles, 227 donnèrent des résultats 

positifs sur l’ADNmt (fragment Dlo-5’), 220 portant des haplotypes spécifiques 

d’A. oxyrinchus (218 haplotypes A mais aussi deux haplotypes, BS1 et BS2, jamais 

identifiés auparavant, et différant de l’haplotype A chacun par une) et sept portant un 

haplotype spécifique d’A. sturio (haplotype As2). 

 La préservation de 210 écailles – sur les 227 ayant donné des résultats 

génétiques – était assez bonne pour établir une distinction sur la base de critères 

morphologiques (aspect tuberculé ou alvéolaire). Ludwig et al. (2008) ont donc 

comparé les résultats génétiques et morphologiques : ils ne concordent pas dans 

près de 60% des cas lorsque l’ADNmt porte une signature A. sturio, contre environ 

10% des cas lorsqu’il porte une signature A. oxyrinchus (Tableau II-4). Ces 

discordances peuvent s’expliquer par une mauvaise conservation de certains restes 

archéologiques, altérant la fiabilité de reconnaissance sur la base de critères 

morphologiques. Ces discordances pourraient surtout être la manifestation d’un état 

introgressé ; en effet si l’aspect des écailles est codé par un nombre de gènes 

nucléaires limité comme c’est le cas chez d’autres poissons (Harris et al. 2008 ; Sire

et al. 2009), il est envisageable que chez des individus hybrides ou introgressés 
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l’identité spécifique soit « espèce 1 » au niveau mitochondrial et « espèce 2 » au 

niveau des gènes codant l’aspect des écailles ; dans ce cas l’ADNmt et l’aspect des 

écailles seront discordants. 

Tableau II-4 : Comparaison des résultats basés sur l’ADNmt, l’ADNnuc et 
l’aspect des écailles obtenus par Ludwig et al. (2008), permettant de mettre en 
évidence les désaccords entre génétique et morphologie ainsi que les indices 
d’hybridation et d’introgression.

 Ludwig et al. (2008) ont également amplifié sept locus microsatellites 

nucléaires sur 50 des 227 écailles ayant donné des résultats au niveau 

mitochondrial.

Parmi les microsatellites, le marqueur diagnostique Aox23 a pu être amplifié 

sur 47 écailles permettant l’identification de trois individus hybrides (ADN nucléaire 

des deux espèces) et quatre individus introgressés (possédant la signature 

mitochondriale d’A. sturio et la signature nucléaire d’A. oxyrinchus) (Tableau II-4). 

Ces observations indiquent que l’hybridation est possible entre A. sturio et 

A. oxyrinchus et que leurs hybrides sont fertiles et peuvent se croiser avec les 

espèces parentales. Le taux d’introgression détecté – de l’ordre de 15% – est 

néanmoins incompatible avec l’existence d’une population purement hybride telle 

que décrite par Tiedemann et al. (2007) à partir de données du CMH. 

Les sept locus microsatellites ont été obtenus sur 18 à 30 écailles baltiques 

(suivant les locus) parmi les 50 testées. Les génotypes multilocus obtenus ont été 

comparés à ceux de 178 A. oxyrinchus originaires de la façade atlantique américaine 

répartis en quatre groupes (Canada, USA Atlantique moyen, USA sud-est, USA 

Golfe du Mexique). Tous les échantillons de la Baltique (sauf un) ont été assignés au 
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groupe d’A. oxyrinchus canadiens par le logiciel STRUCTURE, confirmant l’hypothèse 

d’une colonisation de la Baltique à partir d’A. oxyrinchus issus des populations 

américaines les plus septentrionales (St-Laurent, St-John), qui avait été émise à 

partir de l’analyse des données mitochondriales (Ludwig et al. 2002b). 

Remarque importante toutefois, les 586 écailles dermiques d’esturgeons 

analysées par Ludwig et al. (2008) n’appartiennent pas forcément à des individus 

différents (Arne Ludwig, communication personnelle). La redondance des données 

n’étant pas indiquée, son influence sur les analyses est difficile à estimer. Les 

résultats fondamentaux de cette étude ne sont néanmoins pas remis en cause. 

 Confirmation de la présence médiévale d’A. oxyrinchus en Pologne

 Les données de Ludwig et al. (2002b ; 2008) indiquant la présence 

d’A. oxyrinchus en Baltique reposent principalement sur des échantillons allemands. 

Pour confirmer la présence de cette espèce ailleurs en Baltique, Ludwig et al.

(2009b) ont analysé 34 échantillons d’esturgeons provenant de quatre sites 

archéologiques polonais datant pour l’un de 4,5 - 4 ka BP et pour les autres de 1,3 -

 1 ka BP. Seuls cinq échantillons des sites médiévaux donnèrent des résultats sur 

l’ADNmt (Dloop), mais tous portaient l’haplotype A d’A. oxyrinchus. Cette étude 

confirme donc la présence d’A. oxyrinchus en Mer Baltique dans les eaux polonaises 

pendant la période médiévale. 

II-C-2-c A. oxyrinchus en Europe hors de la Baltique

 Données en Mer du Nord

 Même s’ils sont rares, plusieurs spécimens de musée des 19e et 20e siècles 

capturés en Europe en dehors de la Mer Baltique ont été génétiquement identifiés 

comme A. oxyrinchus. Il s’agit en particulier d’un individu pêché dans le fleuve Oste 

en Allemagne en 1912 (Ludwig et al. 2002b) et de deux individus pêchés en 

Angleterre dans deux petits fleuves du Yorkshire, le Don et le Wharfe, 

respectivement en 1861 et 1891 (Ludwig et al. 2009b). Ces trois individus  attestent 

de la présence ponctuelle d’A. oxyrinchus hors de la Mer Baltique mais n’impliquent 

pas forcément l’existence de populations fonctionnelles. En effet, les esturgeons 

atlantiques A. oxyrinchus sont capables de longues migrations lors de leur phase de 
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vie marine, et des individus des populations américaines ont ainsi été capturés en 

mer au large des côtes de Guyane (Duméril 1867 reporté dans Magnin 1962) ou 

encore des Bermudes, du Vénézuela ou du Labrador (Lee et al. 1980), impliquant 

des migrations de plusieurs milliers de kilomètres. Mais ces performances ne sont 

pas nécessaires pour notre cas européen : la Mer Baltique est voisine de la Mer du 

Nord. De plus même si ces esturgeons ont une fidélité importante vis-à-vis de leur 

fleuve natal (comportement de ‘homing’), il leur arrive de fréquenter temporairement 

les estuaires d’autres fleuves au cours de leurs déplacements sur le plateau 

continental (Secor & Waldman 1999). Ainsi, ces trois esturgeons capturés dans des 

fleuves mineurs tributaires de la Mer du Nord pourraient correspondre à des individus 

de la population Baltique vagabondant hors de leur bassin natal. 

 Données sur la façade atlantique française

L’analyse archéozoologique des restes d’esturgeons découverts sur trois sites 

archéologiques français suggère également la présence d’A. oxyrinchus hors de la 

Mer Baltique (Desse-Berset 2009a). Ces trois sites sont (i) Le Langon (Vendée), 

ancien port sur la rivière Vendée où 22 écailles dermiques datant d’environ 2000 ans 

BP ont été découverts, (ii) Saint-Germain d’Esteuil (Gironde), sur la berge sud de 

l’estuaire de Gironde, où 65 restes datant de 2,3 à 1,8 ka BP ont été trouvés, et (iii) 

Ponthezières (Ile d’Oléron) dans l’Océan Atlantique entre La Rochelle et Royan, d’où 

36 ossements datant d’environ 5 ka BP ont été exhumés.  

La détermination spécifique réalisée repose intégralement sur l’aspect 

superficiel des écailles dermiques, qui rappelons-le donne une indication du statut 

spécifique mais est sujette à un taux d’erreur non négligeable par rapport aux 

informations génétiques (Ludwig et al. 2008). Au Langon les 22 écailles sont 

attribuées à A. oxyrinchus, à Ponthezières une majorité d’écailles montrent un aspect 

typique d’A. oxyrinchus et une minorité un aspect typique d’A. sturio (mais aucun 

chiffre précis n’est indiqué) et enfin à Saint-Germain d’Esteuil seulement cinq écailles 

sur 32 présentent les caractéristiques d’A. oxyrinchus. Le nombre minimum 

d’individus différents par site n’est pas précisé (il est juste indiqué qu’il y a plusieurs 

individus au Langon), or un seul spécimen peut porter plus d’une centaine d’écailles 

dermiques. Au vu des données publiées, il est tout à fait envisageable que les restes 

étudiés ne proviennent que de quelques spécimens par site ; dans le compte rendu 
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d’analyse du site de Ponthezières, Desse-Berset (2009b) précise d’ailleurs que les 

36 restes de Ponthezières correspondent à un nombre minimum d’individus de sept. 

La localisation géographique des trois sites est également à considérer. En 

effet, les sites du Langon et de Ponthezières étant respectivement situés au niveau 

d’un fleuve mineur et d’une île dans l’océan Atlantique, ils ne correspondent pas à 

une population fonctionnelle en particulier (il est peu probable que des esturgeons 

aient frayé dans la rivière Vendée même si ce n’est pas exclu, et il est impossible 

qu’ils aient frayé sur l’île d’Oléron). Les restes qui ont été découverts à ces 

emplacements correspondent à des esturgeons provenant des populations installées 

dans les grands fleuves voisins, avec une probabilité importante qu’ils viennent de 

populations locales (telles celles de Gironde ou de Loire) mais aussi avec une 

probabilité non nulle qu’ils viennent de populations éloignées (telles celles de Seine, 

du Rhin, de l’Elbe et même pourquoi pas de Baltique). En ce qui concerne le site de 

St-Germain d’Esteuil qui est situé dans l’estuaire de la Gironde, les restes 

proviennent sûrement de la population de Gironde ; la proportion d’écailles attribuées 

à A. oxyrinchus sur ce site est faible puisque seulement cinq plaques dermiques sur 

32 (qui pourraient correspondre à un seul individu) présentent une structure 

superficielle alvéolaire typique d’A. oxyrinchus. Les individus de l’espèce

A. oxyrinchus pouvant se déplacer lors de leur vie marine loin de leur fleuve natal 

dans des estuaires voisins (Secor & Waldman 1999), il n’est pas exclu que les restes 

d’A. oxyrinchus provenant du site de St-Germain d’Esteuil correspondent à un 

individu vagabond d’une autre population que celle de Gironde. 

Ces analyses sont uniquement basées sur des critères morphologiques et 

s’appuient sur un faible nombre d’individus provenant de sites archéologiques qui ne 

sont pas directement situés au bord d’un fleuve majeur, ce qui limite la portée des 

résultats. Au vu des données obtenues, la présence d’A. oxyrinchus sur la façade 

atlantique française semble avérée il y a environ 5 ka BP et 2 ka BP, mais des 

preuves génétiques sont indispensables. De plus, il est impossible d’affirmer à partir 

des données publiées qu’une population fonctionnelle d’A. oxyrinchus existait en 

France et encore moins de déterminer où se situait cette population. L’obtention de 

nouvelles données tirées de sites archéologiques situés à l’intérieur des terres au 
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bord de grands fleuves, ou tirées de spécimens de musée capturés dans ces grands 

fleuves plus récemment sont nécessaires pour avancer sur ces questions.

II-C-2-d A. oxyrinchus en Europe hors de la Baltique : apport de cette thèse

 Données sur la façade atlantique française

 Au cours de cette thèse, nous avons été amenés à analyser par les méthodes 

de la paléogénétique des restes archéologiques et des spécimens de musées 

appartenant à l’espèce A. oxyrinchus. Comme pour A. naccarii, l’identification de ces 

restes anciens n’était pas forcément attendue puisque le cœur de l’étude porte sur 

l’esturgeon européen A. sturio. Néanmoins, les relations d’A. sturio avec les autres 

espèces d’esturgeons sont importantes dans le sens où elles ont pu façonner les 

patrons de diversité observés, c’est pourquoi nous nous y sommes intéressés. 

C’est ainsi que nous avons analysé dès l’été 2008 cinq échantillons 

archéologiques fournis par Nathalie Desse-Berset, provenant des trois sites 

archéologiques français mentionnés dans la partie précédente et dont les données 

archéozoologiques ont été publiées (Desse-Berset 2009a). Nous avons également 

analysé plus d’une vingtaine de spécimens de musée des 19e et 20e siècles capturés 

sur la façade atlantique française. L’ensemble de ces échantillons anciens a été 

étudié au niveau mitochondrial (D-loop et Cyt b) ainsi qu’au niveau nucléaire (à l’aide 

des trois locus diagnostiques établis entre A. sturio et A. oxyrinchus dans l’article 

n°1) (i) pour tester la présence d’A. oxyrinchus en plus de celle d’A. sturio sur la 

façade atlantique française, (ii) pour détecter l’éventuelle présence d’hybrides et (iii) 

pour préciser au niveau spatio-temporel l’arrivée d’A. oxyrinchus en Europe. 
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Supplementary figure S1: dermal scutes photography showing alveolar structure 
typical of A. oxyrinchus (b, c, d) and tubercular structure typical of A. sturio (a, e, f).
a – Lateral scute (varnished), sample number 7 in table 1, MNHN Paris 0000-3115 
(photography Olivier Chassaing). 
b – Lateral scute (varnished), sample number 8 in table 1, MNHN Paris 0000-3108 
(photography Olivier Chassaing). 
c – Lateral scute (varnished), sample number 11 in table 1, MHNN Nantes Z.019558 
(photography Olivier Chassaing). 
d – Lateral scutes (painted), sample number 13 in table 1, MHNN Nantes Z.019398 
(photography Patrick Jean). 
e – Lateral scutes (varnished), sample number 14 in table 1, MHNN Nantes Z.58274 
(photography Patrick Jean). 
f – Dorsal scute, sample number 18 in table 1, MNHN Paris 1962-1295 (photography 
Maud Pionnier). 
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Supplementary Figure S2 Number of lateral (y-axis) and dorsal (x-axis) scutes of 
museum samples from our study (  lozenges) plotted with values corresponding to 
different populations of A. sturio ( triangles) and A. oxyrinchus ( ) taken from Debus 
(1999). Numbers are referring to samples as in Table 1. Scute count was made after 
sampling, based on quality pictures. Incomplete specimens (only head: samples 6, 
23, 24, 9) or specimens for which pictures do not allow accurate scute count 

amples 10, 15, 26) are not included. (s
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 Discussion des résultats : bilan général

Sur un total de 26 échantillons d’esturgeons français de la façade atlantique, 

six spécimens de musée et trois restes archéologiques présentent des séquences 

mitochondriales et/ou nucléaires d’A. oxyrinchus. Deux des spécimens de musée 

montrent des signatures d’hybridation ou d’introgression entre A. sturio et 

A. oxyrinchus.

Ces résultats sont importants à plusieurs égards : 

1) ils soutiennent la présence d’A. oxyrinchus sur les côtes françaises il y a 5 ka BP 

et 2 ka BP, puisque trois restes sur cinq provenant des sites de Langon, St-Germain 

d’Esteuil et Ponthezières sont génétiquement des A. oxyrinchus. Les deux restes 

d’esturgeons de Ponthezières sont d’ailleurs à notre connaissance les restes 

d’esturgeons les plus anciens à partir desquels des séquences ADN ont été 

obtenues.

2) ils démontrent la présence d’A. oxyrinchus sur la façade atlantique française aux 

19e et 20e siècles, alors que seul A. sturio était considéré comme étant présent à 

cette époque auparavant. En effet, six spécimens de musée capturés en particulier 

dans la Loire et la Seine suggèrent l’existence de populations d’A. oxyrinchus

installées dans ces fleuves en sympatrie avec A. sturio (Loire) ou bien hybridées 

avec A. sturio (Seine). Ces informations sont soutenues par l’existence de restes 

archéologiques récents exhumés au bord de la Seine au niveau du Louvre, qui 

présentent des structures morphologiques typiques d’A. oxyrinchus (Desse-Berset, 

sous presse). Ces données permettent d’étendre l’aire de répartition effective de 

l’espèce en Europe, et permettent de construire des scénarii évolutifs au sujet de 

l’arrivée d’A. oxyrinchus en Europe. 

3) ils confirment la possibilité d’hybridation et d’introgression entre A. sturio et 

A. oxyrinchus, ainsi que l’utilité du jeu de marqueurs nucléaires diagnostiques établi 

dans l’article n°1 pour la détection des individus hybrides et introgressés. De plus 

l’existence de populations plus introgressées que d’autres est suggérée par la 

présence de deux hybrides sur trois spécimens capturés dans la Seine alors que 

dans la Loire, les deux A. sturio et les deux A. oxyrinchus identifiés ne montrent pas 
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de signes d’hybridation ni d’introgression. Au vu des résultats obtenus ici et de ceux 

obtenus par Ludwig et al. (2008) sur la région baltique, l’introgression de gènes 

d’A. oxyrinchus vers A. sturio (5 individus) semble plus importante que celle de 

gènes d’A.sturio vers A. oxyrinchus (1 individu). 

4) ils élargissent les connaissances génétiques sur les esturgeons A. oxyrinchus

installés en Europe, aussi bien au niveau mitochondrial que nucléaire. L’haplotype 

mitochondrial B a en effet été détecté sur un spécimen capturé dans l’estuaire de la 

Vertonne alors qu’il n’avait jamais été identifié en Europe. Cet haplotype se rajoute à 

ceux déjà précédemment découverts en Baltique (majoritairement A, plus une 

occurrence pour les haplotypes BS1 et BS2) et au Royaume-Uni (uniquement A). 

L’haplotype B est présent en Amérique du Nord uniquement dans les populations 

des fleuves Hudson et Delaware (Wirgin et al. 2000 ; Waldman et al. 2002 ; 

Grunwald et al. 2007 ; Wirgin et al. 2007), et sa présence en Europe pourrait indiquer 

la participation d’individus de ces populations américaines à la fondation de la 

population européenne ; l’hypothèse d’une mutation locale à partir de l’haplotype A 

est également possible puisqu’une seule substitution sépare les haplotypes 

mitochondriaux A et B d’A. oxyrinchus. Au niveau nucléaire, les génotypes des six 

spécimens de musée de l’espèce A. oxyrinchus ou hybrides A. sturio - A. oxyrinchus

ont été obtenus (voir la partie III-A-2 pour des détails sur les méthodes utilisées) ; 

comparé aux génotypes d’individus de trois populations nord-américaines 

d’A. oxyrinchus ainsi qu’aux génotypes de l’ensemble des A. sturio analysés à ce 

jour (spécimens actuels de Gironde et échantillons anciens publiés ou analysés dans 

cette thèse, voir partie III-B-5), les génotypes des quatre A. oxyrinchus purs et des 

deux hybrides introgressés se groupent avec ceux d’A. oxyrinchus – résultat 

cohérent avec Ludwig et al. (2008). 

 Discussion des résultats : hypothèses évolutives sur A. oxyrinchus

 Au vu de l’ensemble des résultats, l’arrivée d’A. oxyrinchus en Europe semble 

s’être produite bien avant la colonisation de la Baltique vers 1,2 ka BP et avoir 

concernée une bonne partie de la façade atlantique européenne.  

 Les hypothèses envisageables pour cette colonisation sont exposées à la 

figure II-19 qui présente un scénario en quatre étapes : 
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1) La colonisation des fleuves septentrionaux nord américains. Lors du dernier 

maximum glaciaire (LGM par la suite), les fleuves américains les plus septentrionaux 

étaient gelés et donc inoccupés par les esturgeons. Après la déglaciation, ces 

fleuves furent recolonisés par A. oxyrinchus. Cette recolonisation se serait produite 

vers 12-10 ka BP (Wirgin et al. 2000) avec effet fondateur à partir des populations 

méridionales qui elles existent sans doute depuis des millions d’années sans 

discontinuité ; cet effet fondateur se matérialise au niveau génétique par la fixation 

d’un seul haplotype mitochondrial (haplotype A) dans les populations canadiennes 

post-glaciaires (St Laurent, St John), alors que les populations plus au sud (à partir 

du fleuve Hudson) sont chacune caractérisées par 4 à 18 haplotypes mitochondriaux 

différents (Grunwald et al. 2007). Au niveau nucléaire aussi, l’hétérozygotie et la 

diversité allélique des microsatellites sont bien plus faibles dans les populations 

canadiennes que dans les populations plus au sud (Ludwig et al. 2008). 

2) La colonisation de la côte atlantique européenne. La présence d’A. oxyrinchus est 

attestée sur les côtes françaises vers 5 ka BP (site de Ponthezières, Desse-Berset 

2009a et article n°2 de cette thèse). Une calotte de glace recouvrant l’Europe du 

Nord jusqu’à la fin du LGM vers 17 ka BP, l’arrivée des esturgeons en Europe date 

probablement de 17-5 ka BP. Les populations source pourraient être les mêmes que 

celles à partir desquelles les fleuves canadiens ont été recolonisé (flèche 2a), mais la 

probabilité pour que deux événements fondateurs indépendants aboutissent à la 

fixation du même haplotype est faible (la fréquence de l’haplotype A est d’environ 

25% dans l’Hudson et de 35% dans le Delaware, les deux fleuves non gelés lors de 

la dernière glaciation situés les plus au nord). Il est donc probable que la population 

européenne ait été fondée à partir d’individus provenant des fleuves canadiens néo-

colonisés et présentant des populations durables (flèche 2b), avec une participation 

faible des populations issues des fleuves américains non gelés (flèche 2a) ; dans ce 

cas l’intervalle d’arrivée des esturgeons en Europe peut être affiné entre 10 et 5 ka 

BP. Même si les esturgeons ne quittent normalement pas le plateau continental 

(Rochard et al. 1997 ; Billard & Lecointre 2001), il est probable que les migrants aient 

traversé l’océan Atlantique en pleine mer portés par le Gulfstream (un passage par la 

côte nord du Labrador puis par la côte sud du Groenland et l’Islande serait étonnant 

mais pas exclu). La zone d’arrivée en Europe fut sans doute le plateau continental au 

large de l’Irlande, et les esturgeons ont alors soit bifurqué vers le sud pour rejoindre 
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la façade atlantique française (flèche 2c), soit vers le nord pour rejoindre la Mer du 

Nord (flèche 2d). Des populations d’A. oxyrinchus se sont alors installées par effet 

fondateur, sûrement sur la façade atlantique française (Loire, Seine où elles ont sans 

doute subsisté jusqu’à leur extinction au 20e siècle ; pour une discussion sur la 

Gironde voir plus loin), peut-être en Mer du Nord. 

3) La colonisation de la Mer du Nord. Le niveau marin étant plus bas qu’aujourd’hui 

lors du LGM, la Mer du Nord était alors un plateau émergé et partiellement recouvert 

de glaces continentales. Avec la montée du niveau marin, la Mer du Nord a 

progressivement été mise en eau jusqu’à son niveau actuel, atteint vers 6 ka BP 

(Gibbard 1988). Les analyses archéoichthyologiques de plusieurs sites (Ludwig et al.

2002b ; voir figure II-18) n’indiquent pas la présence d’A. oxyrinchus en Mer du Nord 

après 5 ka BP, alors que dans cet intervalle récent il était présent plus à l’ouest 

(Desse-Berset 2009a et article n°2 de cette thèse). L’analyse de nouveaux restes 

archéologiques est nécessaire afin de déterminer si des populations d’A. oxyrinchus

se sont installées dans les fleuves tributaires de la Mer du Nord, que ce soit en 

passant par le nord directement en provenance d’Amérique (flèche 2c) ou par le sud 

par les côtes françaises (flèche 3). Aucune donnée ne permet pour l’instant de savoir 

si des populations d’A. oxyrinchus ont vécu en Mer du Nord à une période donnée. 

4) La colonisation de la Mer Baltique. Ludwig et al. (2002b) ont montré 

qu’A. oxyrinchus était présent en Mer Baltique vers 1,2 ka BP et que les populations 

avaient subsisté jusqu’à l’extinction locale des esturgeons. L’installation des 

populations baltiques s’est encore produite par effet fondateur sans doute à partir 

d’un sous-échantillon des populations déjà installées ailleurs en Europe (Loire, 

Seine ? selon les arguments paléogéographiques exposés plus haut). Dans ce 

scénario biogéographique, le nombre successif de goulots démographiques subits 

par les esturgeons de la Baltique se porte donc à trois (fleuves américains non gelés 

 gelés ; fleuves américains gelés  façade atlantique européenne ; façade 

atlantique européenne  Mer Baltique). La diversité génétique des populations 

baltiques est donc logiquement faible, et proche de celle des populations 

canadiennes (Ludwig et al. 2008). A partir de ces données génétiques Ludwig et al.

(2008) ont estimé que la population de la Baltique avait été fondée par 3 à 20 

individus – ce qui est extrêmement faible – et ils ont proposé les populations 
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canadiennes comme source. La population baltique ayant plus probablement été 

fondée par des A. oxyrinchus déjà installés en Europe, le nombre de fondateurs 

pourrait être bien plus élevé en réalité.

Figure II-19 : Schéma hypothétique de l’arrivée de l’esturgeon atlantique 
A. oxyrinchus en Europe depuis l’Amérique du Nord. Les pointillés noirs indiquent 
le trait de côte au moment du dernier maximum glaciaire (vers 25-20 ka BP ; Ehlers 
& Gibbard 2004) et les pointillés bleu les paléo-fleuves du Nord de l’Europe (Fleuve 
Manche et paléo-Elbe ; Toucanne 2010). Le trait horizontal noir pointillé représente 
la limite sud des fleuves gelés en permanence pendant cette période. Les points 
rouges indiquent les populations fonctionnelles d’A. oxyrinchus (réelles en 
Amérique, probables en Europe) et les dates correspondent à leur âge possible 
(pour les populations européennes, une fourchette est indiquée pour tenir compte 
de l’incertitude). Les numéros correspondent aux différentes étapes de migration 1-
colonisation des fleuves gelés nord-américains après la déglaciation 2- colonisation 
de l’Europe depuis l’Amérique (2a / 2b à partir des populations américaines des 
fleuves non gelés / gelés recolonisés ; 2c / 2d vers le fleuve Manche / le Nord de 
l’Angleterre) 3- colonisation de la Mer du Nord (hypothèse alternative à 2c) 4-
colonisation de la mer Baltique. 
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 Discussion des résultats : hypothèses sur les interactions A. sturio / 

A. oxyrinchus en Europe

 La colonisation des fleuves européens par A. oxyrinchus n’a pas été 

dépendante que du climat et des courants marins. Les interactions avec son espèce 

sœur A. sturio ont sans doute également joué un grand rôle, même si nous ne 

disposons que de peu d’informations à ce sujet. Réciproquement, l’arrivée 

d’A. oxyrinchus en Europe a sans doute conditionné le patron biogéographique de 

l’esturgeon européen sur la façade atlantique, d’où l’importance de traiter ce thème. 

Les principaux points seront exposés ici, mais cette discussion sera poursuivie dans 

la partie III-B-6 dédiée à l’étude de la diversité génétique de l’espèce A. sturio.

 Lors du LGM, les conditions climatiques ne permettaient pas la survie de 

populations d’esturgeons au Nord de l’Europe, qui était occupé par une calotte 

glaciaire (Clark et al. 2009). Le permafrost s’étendait sur un grande partie du 

continent et seuls les fleuves au sud du 45° de latitude n’étaient pas gelés en 

permanence (Renssen & Vandenberghe 2003). L’esturgeon européen a donc sans 

doute subsisté pendant la dernière glaciation dans les fleuves de la façade atlantique 

ibérique et de la Méditerranée.

Lors du dégel entre 20-17 ka BP, des fleuves puissants (et froids) ont charrié 

les eaux de fonte de la calotte européenne, en particulier le fleuve Manche (qui 

drainait les eaux de la Tamise, du Rhin et de la Seine actuels et se déversait au large 

de la Bretagne) et le paléo-Elbe (qui se déversait par période soit dans le fleuve 

Manche soit directement dans l’océan entre l’Ecosse et la Norvège) (Toucanne et al.

2010). Les eaux de fonte extrêmement froides et le climat encore rude n’ont sans 

doute pas rendu possible la colonisation de ces fleuves périglaciaires par les 

esturgeons avant les réchauffements de l’interstade Bölling-Alleröd (ca 15-13 ka BP) 

puis de l’Holocène (après 10 ka BP) entre lesquels eut lieu l’épisode froid du 

Younger Dryas (ca 12 ka BP), caractérisé par une extension du permafrost jusqu’en 

Ecosse et au Danemark (Isarin & Renssen 1999).  
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Figure II-20 : Schéma 
hypothétique indiquant les 
voies de recolonisation 
post-glaciaire des fleuves 
d’Europe du Nord par 
A. sturio. Même légende 
qu’à la figure II-19 sauf que 
les points bleus indiquent 
les populations d’A. sturio 
fonctionnelles. Les dates 
font référence aux 
intervalles de colonisation 
possibles au vu des 
données climatiques et 
archéologiques.

L’esturgeon européen A. sturio a probablement recolonisé les fleuves 

européens gelés à partir des refuges ibériques et/ou de la Gironde (flèche 1 de la 

figure II-20), et ce à peu près en même temps qu’A. oxyrinchus arrivait d’Amérique. 

Les deux espèces sont donc sans doute entrées en compétition pour la colonisation 

des fleuves libérés des glaces, A. oxyrinchus ayant un avantage car il est plus 

adapté aux conditions froides qu’A. sturio. En effet, A. sturio fraye dans une eau 

entre 18 et 20 °C alors qu’A. oxyrinchus peut frayer dans une eau entre 13°C 

(populations canadiennes) et 26°C (populations du Golfe du Mexique) (Ludwig & 

Gessner 2007).

Néanmoins, le nombre de migrants venant des populations d’A. sturio de 

Gironde ou d’Ibérie était sans doute beaucoup plus important que celui des 

A. oxyrinchus traversant par hasard l’Atlantique ; désavantagé par la physiologie, 

A. sturio était pourtant favorisé par le nombre, ce qui pourrait expliquer sa percée en 

Mer du Nord alors qu’A. oxyrinchus ne semble pas s’y être installé (du moins en 

était-il absent postérieurement à 5 ka BP d'après Ludwig et al. 2002b). 

Enfin, A. sturio semble avoir été le premier à coloniser la Mer Baltique, comme 

en atteste les restes archéologiques exhumés dans la région vers 1,5 ka BP (Ludwig

et al. 2002b). L’histoire post-glaciaire de la zone baltique est complexe mais peut être 

- 188 -



RELATIONS INTERSPECIFIQUES : A. STURIO – A. OXYRINCHUS

résumée en deux phases : (i) entre 18 et 8 ka BP elle est occupée par un ou 

plusieurs lacs d’eau douce provenant de la fonte de la calotte glaciaire scandinave, 

(ii) après 8 ka BP le niveau de la mer dépasse l’altitude du détroit d’Oresund, la zone 

baltique est alors inondée et devient une mer en contact avec la Mer du Nord (Bjorck 

1995). La colonisation de la Baltique par A. sturio s’est donc déroulée entre 8 et 

1,5 ka BP (flèche 2 de la figure II-20). Vers 1,2 ka BP, cette population d’A. sturio a 

commencé à décliner et a été remplacée par une population d’A. oxyrinchus. La 

différence de température de fraie a été avancée par Ludwig et al. (2002b) pour 

expliquer ce remplacement. 

 Discussion des résultats : sur la conservation de l’esturgeon européen

L’identification de l’esturgeon atlantique A. oxyrinchus en France est un fait à 

prendre en compte. Comme la découverte de cette espèce en Baltique, elle pourrait 

conduire à l’idée d’une réintroduction d’A. oxyrinchus dans les fleuves français tels 

que la Seine et la Loire. 

 Pour plusieurs raisons, une telle réintroduction est peu pertinente à l’heure 

actuelle (tant qu’il reste un espoir de survie dans le milieu naturel pour A. sturio) : 

1) il ne reste qu’une seule population d’esturgeon A. sturio au monde, alors que plus 

d’une douzaine de populations d’esturgeon A. oxyrinchus – souvent en relative 

bonne santé – vivent en Amérique du Nord. A. sturio est donc une priorité en 

conservation, dans une zone géographique d’où elle est a priori native depuis plus 

longtemps qu’A. oxyrinchus.

2) la dernière population d’A.sturio est par ailleurs en danger critique d’extinction, et 

les deux espèces pouvant s’hybrider et donner une descendance fertile, le risque de 

voir le patrimoine génétique d’A. sturio dilué par introgression n’est pas négligeable. 

L’espèce A. sturio pourrait alors tout bonnement disparaître par hybridation (Rhymer 

& Simberloff 1996 ; Allendorf et al. 2001). Ce risque existe déjà avec la réintroduction 

d’A. oxyrinchus en Mer Baltique (des captures d’individus ont déjà été reportées en 

Mer du Nord ; Eric Rochard, communication personnelle), et serait très important si 

cette espèce était réintroduite à proximité de la Gironde. Le nombre de reproducteurs 

de la population relictuelle de Gironde étant très bas, un seul croisement entre 

A. sturio et A. oxyrinchus pourrait menacer la population toute entière.
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3) la population européenne d’A. oxyrinchus a une identité uniquement 

géographique, son histoire évolutive étant partagée avec celle des populations 

canadiennes (puisqu’elle en est issue et n’a pas eu le temps de diverger en quelques 

milliers d’années) qui ne sont pas une priorité en conservation. Etendre la distribution 

d’A. sturio en Europe du Nord aurait donc plus de sens, en particulier en regard des 

modifications climatiques qui devraient conduire à un décalage des zones propices 

aux esturgeons vers le Nord. 

 

■ Discussion des résultats : sur l’influence des paradigmes 

Parmi les spécimens de musée des 19e et 20e siècles analysés dans l’article 2 

de cette thèse, 16 proviennent du Muséum d’Histoire Naturelle de Paris. Ces 

spécimens ont fait l’objet d’une analyse morphologique par Magnin (1964), qui les 

avait utilisé pour affirmer que les critères morphologiques qu’il avait établi pour 

discriminer A. sturio et A. oxyrinchus étaient valables quelle que soit l’origine 

géographique des individus.  

 

Si les critères distinctifs avancés par Magnin sont bien pertinents (en 

particulier l’aspect superficiel alvéolé ou tuberculé des écailles ainsi que le nombres 

d’écailles dorsales et latérales), il est étonnant qu’il n’ait pas identifié les trois 

spécimens du MNHN étiquetés A. sturio mais présentant des critères typiques 

d’A. oxyrinchus (voir les figures S1 et S2 de l’article n°2 pour des photos des écailles 

et un graphique indiquant le nombre d’écailles dermiques dorsales et latérales ; 

codes MNHN 3108, 3115, 3573). Etant persuadé de leur appartenance à l’espèce 

A. sturio par leur origine géographique française, Magnin les a sans doute considéré 

comme des exceptions qui confirment la règle. 

 

L’histoire des études du couple A. sturio / A. oxyrinchus nous rappelle donc un 

point primordial dans l’attitude du scientifique : garder l’esprit ouvert et ne pas 

s’enfermer dans des chemins de pensée routiniers.  
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II-C-2-e Sur les limites de la distribution géographique d’A.oxyrinchus en Europe 

 

 Au cours de cette thèse, nous avons identifié un spécimen de musée pêché 

dans le bassin méditerranéen comme étant un hybride, possédant l’ADNmt 

d’A. oxyrinchus et un mélange d’allèles nucléaires d’A. sturio et A. oxyrinchus (code 

musée MNHNîmes 245, code labo CH554) ; il a été pêché dans le Rhône en 1871. 

Cet individu porte l’haplotype mitochondrial A, comme l’écrasante majorité des 

A. oxyrinchus d’Europe, et ne s’en distingue pas non plus par ses allèles 

microsatellites. L’homogénéité d’A. oxyrinchus en Europe limite le pouvoir de 

discrimination des marqueurs génétiques et ne permet pas de trancher sur l’origine 

locale ou non de cet esturgeon. 

 D’autres mentions d’A. oxyrinchus en Méditerranée occidentale ont été faites 

par les équipes de recherche espagnoles de Séville et de Cadix à l’origine de la 

polémique au sujet d’A. naccarii en péninsule ibérique et en Méditerranée 

occidentale (Garrido-Ramos et al. 2009). 

 

Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer l’identification 

d’A. oxyrinchus en Méditerranée : 
 

- l’hypothèse d’une contamination lors des analyses génétiques peut être éliminée 

pour le spécimen CH554, car nous avons respecté des conditions expérimentales 

strictes (voir Annexe 1), parce que la quantification par qPCR indique une quantité 

importante d’ADN endogène (voir Annexe 5), et parce que les résultats obtenus sont 

cohérents avec notre connaissance génétique d’A. oxyrinchus en Europe ; 
 

-  les spécimens pourraient avoir été mal étiquetés à leur arrivée au musée, et 

pourraient en fait provenir d’autres populations européennes. L’homogénéité 

génétique d’A. oxyrinchus en Europe ne permet pas de trancher sur ce point ; 
 

- les spécimens pourraient avoir été correctement étiquetés et provenir malgré tout 

d’autres populations d’A. oxyrinchus installées en Europe ; la non identification 

d’A. oxyrinchus dans les restes archéologiques de Méditerranée occidentale et de 

péninsule ibérique (jeu de données II-C-1-c de l’Annexe 3 et Ludwig et al. 2009c), la 

possibilité pour A. oxyrinchus d’effectuer ponctuellement de longues migrations (la 

traversée de l'Atlantique par exemple, voir Ludwig et al. 2002b) et le vagabondage 



RELATIONS INTERSPECIFIQUES : A. STURIO – A. OXYRINCHUS 
 

 192 

reporté d’individus dans des estuaires où ils ne sont pas nés (Secor & Waldman 

1999) plaident en la faveur de cette hypothèse. Là encore l’homogénéité génétique 

d’A. oxyrinchus en Europe ne permet pas de trancher. 

- les spécimens pourraient provenir de populations installées en Méditerranée 

occidentale, dans le Rhône ou dans l’Ebre. Le faible nombre d’individus trouvés, 

ainsi que toutes les raisons citées au point précédent s’opposent cependant 

fortement à cette hypothèse.  

 

 En conclusion, d’avantages d’arguments doivent être apportés pour affirmer la 

présence de populations fonctionnelles d’A. oxyrinchus en Méditerranée. Dans l’état 

actuel des connaissances, l’hypothèse de captures ponctuelles d’individus 

vagabonds est la plus plausible.  
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II-C-3 CONCLUSIONS

Figure II-21 : Distribution historique possible des esturgeons en Europe il y a 200 
ans, actualisée grâce aux études récentes de paléogénétique et de morphologie, 
ainsi que grâce aux données de cette thèse. Les points correspondent aux 
populations fonctionnelles supposées, les pointillés aux aires de répartition marines 
supposées. 

 Les données que nous venons de développer nous permettent désormais de 

répondre aux interrogations qui restaient en suspens à la fin de la partie II-A et 

d’actualiser la figure II-3 (Figure II-21) : 

- la sympatrie entre A. sturio et A. naccarii était probablement restreinte à la Mer 

Adriatique, car l’existence de populations fonctionnelles d’A. naccarii en 

Méditerranée occidentale n’est pas avérée ; 

- la sympatrie entre A. sturio et A. oxyrinchus s’étendait probablement en dehors de 

la Mer Baltique, avec de possibles populations fonctionnelles d’A. oxyrinchus dans la 

Seine ou la Loire ; 
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- A. oxyrinchus serait arrivé en Europe bien avant le Moyen-Âge, probablement après 

la fin du dernier maximum glaciaire ou au début de l’Holocène ; ce point reste à 

documenter à l’aide de restes archéologiques ; 

- A. oxyrinchus et A. sturio sont probablement entrés en compétition pour la 

colonisation des habitats post-glaciaires, le premier étant favorisé par sa plus grande 

tolérance thermique, le second par la proximité de populations importantes en 

Europe du Sud. La nature précise de ces interactions reste inconnue tant qu’un 

nombre important de restes archéologiques datant de la première partie de 

l’Holocène ne sera pas exhumé et étudié ; 

- A. sturio ne s’est à première vue pas hybridé avec A. naccarii dans leur zone de 

sympatrie, il n’y a donc pas eu d’échange de matériel génétique entre ces deux 

espèces ; 

- A. sturio et A. oxyrinchus se sont hybridés en France et en Mer Baltique, avec un 

taux apparemment variable suivant les populations (sans doute dépendant du ratio 

des deux espèces). Les hybrides, en se croisant avec les espèces parentales, ont 

conduit à de l’introgression c’est-à-dire à un échange de matériel génétique entre les 

deux espèces. L’importance de ces flux de gènes et leurs conséquences sont à 

étudier plus en détail.

 Les interactions avec les autres espèces d’esturgeon présentes en Europe ont 

sans doute influencé l’histoire évolutive récente de l’esturgeon européen A. sturio, au 

même titre que d’autres paramètres tels que le climat ou les activités humaines. Ces 

influences ont été exceptionnellement importantes du fait de la distribution ancienne 

d’A. sturio, la plus étendue parmi les espèces d’esturgeon européennes, permettant 

le développement de populations sous des climats très variés et le contact 

sympatrique avec de nombreuses autres espèces d’esturgeons. L’analyse de la 

diversité génétique intraspécifique peut permettre de détecter l’empreinte de tels 

facteurs, ce à quoi nous allons nous intéresser dans la troisième partie de cette 

thèse.
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DIVERSITE INTRASPECIFIQUE CHEZ L’ESTURGEON

EUROPEEN A. STURIO

Publications associées  
Article n°3 : 
Chassaing O. et al (en préparation). Microsatellites on ancient DNA : pitfalls and 
potential.

Article n°4 : 
Chassaing O. et al (en préparation). Phylogeography of the endangered European 
sturgeon Acipenser sturio : what we lost.

Article n°5 : 
Chassaing O. et al (en préparation). Diachronic study of the extinct sturgeon 
population from the Rhone River (France). 
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RESUME :
 La diversité intraspécifique de l’esturgeon européen restait méconnue jusqu’à 

présent, essentiellement à cause de la disparition de presque toutes les populations. 

Nous avons analysé plus d’une centaine de restes anciens d’esturgeon européen 

couvrant la distribution historique de l’espèce par les méthodes paléogénétiques. Les 

marqueurs génétiques les plus variables ont été utilisé : la région de contrôle de 

l’ADNmt et cinq marqueurs microsatellites nucléaires. L’étude des microsatellites sur 

substrat ADN dégradé nécessite une méthodologie adaptée, que nous avons définie 

et à laquelle nous nous sommes conformés. 

 La diversité génétique historique de l’esturgeon européen était importante, 

particulièrement au cœur de la distribution (Ibérie atlantique, Méditerranée 

occidentale et Adriatique). Les marges de la distribution (Atlantique - Europe du Nord 

et Mer Noire) étaient moins variables, probablement en raison d’événements de 

colonisation récents. L’origine possible des patrons phylogéographiques observés a 

été discutée.

Le suivi des populations du Rhône et de la Gironde au cours du temps permet 

par ailleurs de relativiser le statut de la population actuelle de Gironde et fournit des 

informations potentiellement utiles à la conservation de l’espèce. 

ABSTRACT:
 Intraspecific diversity of the European sturgeon was poorly known until now, 

because almost all natural populations get extinct. We analysed by paleogenetics 

means more than one hundred ancient sturgeon remains from the entire former 

range of the species. Variable genetic markers have been used: the control region of 

mtDNA and five nuclear microsatellites. Analysing microsatellites on degraded DNA 

requires specific methodologies, which were defined and used in this thesis. 

 Genetic diversity of the European sturgeon was high, especially in the 

geographic core of the distribution (Atlantic Iberia, Western Mediterranean and 

Adriatic). Margins of the distribution (Atlantic - Northern Europe and the Black Sea) 

were less variable, probably because they were recently colonized. Origins of 

observed phylogeographic patterns were discussed.

Diachronic study of Rhône River and Gironde populations allows comparisons 

with the extant Gironde population and provides informations useful for the 

conservation of the species.
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III- DIVERSITE INTRASPECIFIQUE CHEZ L’ESTURGEON EUROPEEN 

ACIPENSER STURIO

Comme nous l’avons déjà mentionné précédemment, toutes les populations 

d’esturgeon européen sauf celle de Gironde se sont éteintes au cours des deux 

derniers siècles. De fait, la mesure de la diversité intraspécifique qui existait au sein 

de l’espèce ne peut se faire que par l’analyse de matériel ancien, que ce soit des 

restes archéologiques ou bien des spécimens conservés dans les musées. 

III-A COMMENT LA MESURER ?

III-A-1 LA MORPHOLOGIE

Sur l’ensemble de l’aire de répartition préindustrielle d’A. sturio, aucune sous-

espèce ou variant morphologique n’a été identifié. Les populations de Mer Noire, de 

Mer Adriatique, de Mer Méditerranée et de l’Océan Atlantique sont 

morphologiquement similaires (D'Ancona 1924 ; Classen 1944 ; Paccagnella 1948 ; 

Magnin & Beaulieu 1963 ; Ninua 1976 ; discussion dans Holcik, 1989 ; Doda et al.

1981). La seule variation importante reportée concernait la population d’esturgeons 

de la Mer Baltique, mais nous avons vu dans le chapitre précédent que cette 

population était en fait constituée d’esturgeons atlantiques A. oxyrinchus : les 

variations observées était donc interspécifiques et non pas intraspécifiques.

L’homogénéité morphologique au sein de l’espèce A. sturio pourrait résulter 

de plusieurs facteurs non exclusifs :  

1) un faible taux d’évolution. Les Acipensériformes sont caractérisés par un faible 

taux d’évolution, au niveau moléculaire (Krieger & Fuerst 2002) et morphologique 

(les espèces du groupe montrant une grande ressemblance malgré parfois plusieurs 

dizaines de millions d’années de divergence). Une évolution lente prévient la 

différenciation morphologique dans le sens où des populations isolées mettront plus 

de temps à acquérir des caractères propres les distinguant les unes des autres. 
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2) une histoire évolutive commune dans un passé récent. Si les populations qui 

étaient installées aux marges de la distribution proviennent de colonisations 

récentes, il est normal qu’elles n’aient pas eu le temps de diverger 

morphologiquement des populations sources dont elles sont issues. 

3) des flux migratoires non négligeables. Les migrations entre populations ont 

tendance à limiter l’adaptation locale et la différenciation (Spieth 1974), même 

lorsque le taux de migration est faible (Mills & Allendorf 1996). La fidélité des 

esturgeons européens à leur fleuve natal est importante (Williot et al. 1997), mais 

nous ignorons les capacités d'expansion de cette espèce vers des rivières sans 

concurrence conspécifique. 

 A noter que contrairement à son espèce sœur A. sturio, deux sous-espèces 

d’esturgeon atlantique – A. oxyrinchus oxyrinchus sur la façade atlantique et 

A. oxyrinchus desotoi dans le Golfe du Mexique – sont distinguables par certains 

critères morphologiques, en particulier la longueur de la rate (Vladykov 1955). Ces 

deux sous-espèces sont séparées géographiquement par le détroit de Floride et sont 

probablement isolées depuis longtemps, ce qui pourrait expliquer leur différenciation 

morphologique (même si elle reste très faible, ce qui est en accord avec les 

observations effectuées chez A. sturio).

 Puisque les données morphologiques ne permettent pas de détecter de 

diversité intraspécifique chez A. sturio, passons aux données moléculaires. 

III-A-2 L'ADN MITOCHONDRIAL

III-A-2-a La zone la plus variable : la région de contrôle

 Diversité nucléotidique le long de l’ADNmt entre Acipensériformes 

 La diversité nucléotidique ( ) d’un jeu de séquences correspond au nombre 

moyen de substitutions par site (nucléotide) entre paires de séquences (Nei & Li 

1979 ; Nei 1987). Par exemple  = 0,1 signifie qu’en moyenne un site sur dix diffère 

entre paires de séquences. La diversité nucléotidique est utilisée comme un 

indicateur du polymorphisme existant au sein d’une espèce (voir par exemple Horai 
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& Hayasaka 1990) ou entre espèces (par exemple voir Ironside & Filatov 2005). La 

diversité nucléotidique d’un jeu de séquences de grande taille peut être calculée par 

portion de taille définie, afin d’identifier les portions les plus polymorphes. 

 Afin d’identifier les régions interspécifiques les plus variables du génome 

mitochondrial des Acipensériformes, le calcul de la diversité nucléotidique a été 

réalisé à partir de 11 génomes mitochondriaux complets (Figure III-1). Ont été inclus 

neuf génomes complets disponibles dans les banques de données publiques, plus 

ceux d’A. sturio et A. oxyrinchus obtenus au cours de cette thèse par PCR 

chevauchantes et séquençage.

   

Figure III-1 : Diversité nucléotidique calculée grâce au logiciel DNAsp 5 (Librado 
& Rozas 2009) à partir des génomes mitochondriaux complets de Psephurus
gladius (AY571339), Polyodon spathula (AY510086), Scaphirynchus albus
(AP004354), Huso huso (AY442351), Acipenser stellatus (AJ585050), A.
gueldenstaedtii (FJ392605), A. transmontanus (AB042837), A. sinensis
(EU719645), A. dabryanus (AY510085), A. sturio (cette thèse) et A. oxyrinchus
(cette thèse) alignés avec MUSCLE (Edgar 2004). La ligne en tirets indique la 
moyenne sur l’ensemble du génome. Les codes des protéines, ARNrs (au-dessus 
des pointillés) et ARNts (en-dessous des pointillés) sont indiqués en regard de 
leur position le long du génome. Le calcul de  a été réalisé sur une fenêtre 
glissante couvrant 100 pb et décalée par pas de 25 pb, en utilisant la formule de 
Nei (1987).
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 L’analyse de la figure III-1 révèle un polymorphisme nucléotidique de 7,7% sur 

l’ensemble du génome, avec des disparités suivant les régions : 

- un polymorphisme très faible (< 5%) au niveau des gènes codant pour les ARNt, 

qui sont les portions les plus conservées du génome mitochondrial des 

Acipensériformes. Leur rôle d’intermédiaire unique lors de la traduction explique cette 

extrême conservation ; 

- un polymorphisme globalement très faible (< 5%) au niveau des gènes codant pour 

les ARNr (12S et 16S) avec néanmoins certaines portions plus variables (  5%). 

L’alternance tige-boucle explique cette variabilité dans la diversité nucléotidique, les 

boucles étant généralement plus variables que les tiges chez les Eucaryotes (Smit et 

al. 2007). Les fonctions structurales des ARNrs lors de la traduction expliquent leur 

conservation importante ; 

- un polymorphisme moyen (5-15%) au niveau des gènes codant les protéines 

mitochondriales. La majorité des mutations sont des substitutions en troisième 

position des codons (données non présentées), position présentant de nombreux 

synonymes (ne modifiant pas l'acide aminé codé). Ce polymorphisme en troisième 

position du codon est une situation commune à la quasi totalité des séquences 

codantes (Yang 1996) ; 

- un polymorphisme élevé (15-30%) au niveau de la région de contrôle, principale 

région non codante de l’ADNmt. La divergence au sein du groupe des 

Acipensériformes résulte pour cette portion en de multiples substitutions (prises en 

compte dans le calcul de ) et insertions/délétions (non prises en compte dans le 

calcul de ). La région de contrôle est donc la région la plus variable de l’ADNmt 

chez les Acipensériformes, comme chez beaucoup d’autres taxons (Hoelzel et al.

1991 ; Lee et al. 1995). Elle est en particulier souvent plus variable que le Cyt b. En 

faisant l’hypothèse que les régions les plus variables au niveau interspécifique sont 

également les plus variables au niveau intraspécifique, la région de contrôle semble 

être le marqueur idéal pour l’analyse de la diversité génétique intraspécifique chez 

les esturgeons (Doukakis et al. 2005) et donc chez A. sturio en particulier. 

 Diversité nucléotidique entre A. sturio et A. oxyrinchus

 La comparaison directe des génomes d’A. sturio et A. oxyrinchus (Figure III-2) 

conduit aux mêmes résultats, avec néanmoins un polymorphisme nucléotidique 

globalement plus faible et des variations moins marquées entre régions du fait de la 
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proximité phylogénétique des deux espèces. La région de contrôle est la zone qui 

évolue le plus vite, avec une densité de sites polymorphes cinq fois plus importante 

que sur le reste du génome mitochondrial ( moyen = 18,1% contre 3,8% pour 

l’ensemble du génome). Cette région est donc potentiellement la plus pertinente à 

étudier pour analyser le polymorphisme intraspécifique chez A. sturio.

Figure III-2 : Diversité nucléotidique calculée à partir des génomes d’A. sturio et
A. oxyrinchus (obtenus durant cette thèse) suivant la même procédure qu’à la 
Figure III-1. 

III-A-2-b Caractéristiques de la région de contrôle de l’ADNmt des esturgeons

 Description générale

La région de contrôle est la portion non codante la plus longue du génome 

mitochondrial chez tous les animaux. Chez les esturgeons elle comporte entre 800 et 

1000 pb et sa structure générale (Figure III-3) est similaire à celle rencontrée chez 

les autres Vertébrés (Brown et al. 1986 ; Lee et al. 1995). Elle comprend en 

particulier trois blocs de séquences conservés (CSBI, II et III) ainsi que des motifs 

TAS (pour Termination Associated Sequences) – ACATTAAAPyPyAAT chez les 
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Mammifères (Doda et al. 1981), APyATTAAAPyPy chez les esturgeons (Brown et al.

1992 ; Ludwig et al. 2000a) – impliqués dans la régulation de la réplication de 

l’ADNmt (Clayton 1991 ; Falkenberg et al. 2007). 

Figure III-3 : Structure de la région de contrôle et rôle dans l’initiation de la 
réplication de l’ADNmt chez les esturgeons. Le brin lourd est indiqué en gras 
dans la deuxième partie de la figure. La D-loop est une zone ADN triple brin 
résultant d’une réplication limitée du brin lourd, stoppée au niveau de motifs de 
terminaison TAS. OH : origine de réplication du brin lourd, LSP : promoteur de la 
transcription du brin léger, HSP : promoteur de la transcription du brin lourd, 
CSB : bloc de séquence conservé dans la région de contrôle. Cette figure est 
inspirée de Doda et al. (1981), Brown et al. (1992) et Falkenberg et al. (2007).
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Comme chez tous les animaux, la région de contrôle contient également les 

zones promotrices de la transcription des brins lourd et léger ainsi que l’origine de 

réplication du brin lourd. Généralement, l’initiation de la réplication du brin lourd se 

bloque – au moins temporairement – au niveau des motifs TAS (Bogenhagen & 

Clayton 1978), donnant une zone où l’ADN est sous forme triple brin avec le brin 

lourd matrice déplacé par le brin lourd naissant (Clayton 1991) : il s’agit de la D-loop, 

nommée ainsi d’après la forme schématisée en D de la boucle (Figure III-3). La 

Dloop ne couvre qu’une partie de la région de contrôle, mais les deux termes sont 

souvent abusivement utilisés comme synonymes (y compris dans cette thèse).

Bien que son évolution soit souvent considérée comme neutre (parce que non 

codante), certaines portions de la région de contrôle ont donc une importance 

fonctionnelle cruciale pour la régulation de la transcription et de la réplication de 

l’ADNmt. Les pressions de sélection qui s’exercent sur la région de contrôle sont 

néanmoins encore peu connues. 

 Motif répété et hétéroplasmie de longueur

Chez les esturgeons, la région proche de l’ARNt-Pro (ARN de transfert pour la 

proline) est caractérisée par la présence d’un motif répété en tandem d’environ 80 

pb, chaque répétition incluant un motif TAS et pouvant adopter une structure 

secondaire simple brin (Brown et al. 1992 ; Brown et al. 1996 ; Ludwig & Jenneckens 

2000). Le nombre de répétitions est variable en fonction des espèces et même 

parfois au sein d’un même individu. Le fait qu’un individu possède plusieurs variants 

de longueurs de l’ADNmt – différant par le nombre de motif répété en tandem – est 

appelé hétéroplasmie de longueur. C’est un phénomène très fréquent chez les 

esturgeons (Ludwig et al. 2000a). Lorsque plusieurs répétitions sont présentes en 

tandem, certaines d’entre elles peuvent être plus ou moins divergentes par rapport 

au motif canonique, indiquant un relâchement des contraintes sélectives sur les 

différentes copies.

Afin d’expliquer la génération de cette hétéroplasmie de longueur, Buroker et

al. (1990) ont proposé un modèle basé sur la compétition entre le brin de Dloop et le 

brin lourd pour l’hybridation sur le brin léger (Figure III-4). Un alignement incorrect au 

niveau de la zone répétée avant la reprise de l’élongation conduit en effet à l’ajout ou 
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la perte d’un motif, opération facilitée par l’adoption d’une structure secondaire stable 

par le motif répété (que ce soit dans le brin de Dloop = ajout d’un motif, ou dans les 

brins léger et lourd = perte d’un motif). Les différentes répétitions en tandem n’ont 

pas besoin d’être parfaitement identiques pour qu’un tel phénomène se produise, 

mais elles doivent néanmoins pouvoir s’hybrider.  

Chez l’esturgeon européen, la portion de région de contrôle suivant l’ARNt-Pro 

comprend un motif de 76 pb (dit imparfait) suivi d’un motif de 80 pb (dit parfait) qui 

peut être répété en tandem. Les motifs imparfait et parfait sont identiques en 

séquences à 80% (voir plus loin pour une discussion à la lumière des résultats 

obtenus au cours de cette thèse). 

Figure III-4 : Modèle d’ajout ou de perte d’un motif répété lors de la réplication de 
la région de contrôle de l’ADNmt, modifié d’après Buroker et al. (1990). La 
molécule initiale comporte trois motifs répétés. Si le brin lourd réenvahit le brin 
léger, le brin de Dloop se trouve libre à son extrémité 3’ ; dans cette configuration, 
si une structure secondaire simple brin se forme sur le brin de Dloop ou sur les 
brins lourds et légers, la réhybridation du brin de Dloop sur le brin léger conduit 
respectivement à l’ajout ou à la perte d’un motif. 
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III-A-2-c Utilisation de la région de contrôle comme marqueur de diversité 

intraspécifique chez A. sturio

 La portion la plus étudiée : la zone répétée

 Les zones les plus variables de la région de contrôle sont souvent différentes 

d’une espèce d’esturgeon à l’autre (Waldman et al. 2002 ; Doukakis et al. 2005), il 

est donc difficile de faire des extrapolations. Néanmoins au niveau de la zone 

comportant les motifs répétés en tandem, le polymorphisme est toujours relativement 

important (Brown et al. 1992 ; Brown et al. 1996 ; Ludwig & Jenneckens 2000 ; 

Ludwig et al. 2000a). De multiples publications étudiant la diversité intraspécifique 

chez les esturgeons se sont donc focalisées sur une zone d’environ 250 pb 

comprenant une partie de l’ARNt-Pro et englobant les motifs répétés de la région de 

contrôle ; pour faciliter les comparaisons, un seul des motifs répétés est 

généralement pris en compte lors de l’analyse des séquences. Ce fragment de 

250 pb situé en 5’ du brin léger de la région de contrôle sera noté Dlo-5’ dans la suite 

du manuscrit ; sans les amorces, il correspond à une séquence d’environ 210 pb. 

Son organisation chez l’esturgeon européen est indiquée à la figure III-5. 

Figure III-5 : Séquence du fragment Dlo-5’ chez les A. sturio de la population 
actuelle de Gironde (haplotype As1). La zone amplifiée comprend quatre régions : 
une partie de l’ARNt-Pro suivi du début de la région de contrôle, un motif imparfait de 
76 pb, un motif parfait de 80 pb très proche du motif imparfait, puis la suite de la 
région de contrôle. Les points dans le motif parfait indiquent une identité de 
séquence avec le motif imparfait. Les tirets correspondent à des indels. Les 
séquences TAS sont indiquées en gras souligné. 
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 Données bibliographiques sur la zone répétée

 La diversité génétique intraspécifique chez A. sturio reste peu étudiée. La 

majorité des données disponibles proviennent de l’étude de la dernière population 

résiduelle habitant la Gironde, la seule pour laquelle du tissu frais est utilisable. 

L’analyse de plusieurs dizaines de spécimens provenant de cette population n’a de 

prime abord permis de détecter aucun polymorphisme mitochondrial quelle que soit 

la zone considérée ; le fragment Dlo-5’ de la région de contrôle est en particulier 

monomorphe dans cette population (voir la figure III-5 pour la séquence), alors que 

51 haplotypes différents ont été identifiés sur la même zone chez l’espèce sœur 

A. oxyrinchus (séquences obtenues dans Ong et al. 1996 ; Wirgin et al. 2000 ; 

Grunwald et al. 2007 ; Ludwig et al. 2008 ; Ludwig et al. 2009b et listées dans le 

tableau 2 de l'article n°2). Toujours dans la population girondine actuelle, aucun 

variant de longueur n’a été détecté, ce qui a conduit certains auteurs à suggérer 

l’absence d’hétéroplasmie chez A. sturio (Ludwig et al. 2000a ; Ludwig et al. 2002b).

Contrairement à ce que laissait penser la seule analyse de la population de 

Gironde, l’étude paléogénétique de matériel biologique ancien provenant d’autres 

populations aujourd’hui disparues a permis de montrer que la région de contrôle était 

bien une zone polymorphe chez l’esturgeon européen. L’amplification du fragment 

Dlo-5’ a été réalisée avec succès sur plusieurs spécimens naturalisés et restes 

archéologiques (Ludwig et al. 2002b ; Ludwig et al. 2008 ; Ludwig et al. 2009c) : six 

haplotypes différents comprenant au total neuf sites polymorphes ont ainsi été mis en 

évidence. Par ailleurs, un haplotype identique à celui de la Gironde mais comprenant 

un motif supplémentaire a également été identifié (la séquence est donc identique à 

celle de la figure III-5, avec le motif parfait répété deux fois en tandem) ; aucune 

trace d’hétéroplasmie n’a en revanche été détectée. La signification biologique de 

ces polymorphismes de séquence et de longueur sera discutée dans les parties III-B 

et III-C. 

 Apport de cette thèse sur la zone répétée

 Au cours de cette thèse nous avons étudié au niveau génétique environ 120 

échantillons anciens d’A. sturio vieux de 50 à 2500 ans et couvrant l’ensemble de 

l’aire de répartition préindustrielle de l’espèce (voir l’annexe 2). 
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Les données déjà publiées portant toutes sur le fragment Dlo-5’, nous avons 

décidé dans un premier temps de nous focaliser sur cette zone. Cette portion 

d’environ 250 pb a donc été amplifiée par PCR sur tous les extraits ADN 

disponibles ; l’amplification a été réalisée en un seul fragment sur les extraits où 

l’ADN était le mieux préservé, en utilisant les amorces Hétéro-1 et Hétéro-2 mises au 

point par Ludwig & Jenneckens (2000) ; pour les extraits où l’ADN était moins bien 

conservé et où le fragment de 250 ne pouvait être amplifié avec succès d’un seul 

tenant, il fut amplifié en deux fragments chevauchants d’environ 160 pb chacun en 

utilisant les couples d’amorces Hétéro-1 / Stu-CR2-Rev (5’-TRTATAGGTAAACAT-

TRGTAT-3’) et Stu-CR1-For (5’-AAATTGTACATACATAAACAT-3’) / Hétéro-2 (voir 

figure III-6). Les amorces Stu-CR1-For et Stu-CR2-Rev ont été dessinées pour être 

compatibles avec tous les haplotypes identifiés chez A. sturio et pour être spécifique 

d’une des deux motif (motif imparfait ou motif parfait). 

Figure III-6 : Localisation des amorces utilisées pour amplifier la portion Dlo-5’ par 
PCR en un seul fragment (a+d) ou en deux fragments (a+c et b+d). Zones 
soulignées : sites d’amorçage, flèches : début des zones amplifiées. 

Sur la zone Dlo-5’, nous avons ainsi identifié 18 haplotypes différents, dont 14 

jamais décrits auparavant. Au total (données publiées + cette thèse) 20 haplotypes 

différents ont été mis en évidence sur la région Dlo-5’ chez l’esturgeon européen, 

comprenant 30 sites polymorphes dont deux indels (de 12 et 1 pb) et 17 substitutions 

(toutes des transitions). Les haplotypes et polymorphismes sont présentés à la figure 
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III-7. Une nomenclature simple a été utilisée dans tout le manuscrit de cette thèse 

ainsi que dans les articles scientifiques reliés : As (pour Acipenser sturio) suivi du 

numéro de l’haplotype. 

Figure III-7 : Haplotypes identifiés sur le fragment Dlo-5’ chez A. sturio (lignes) et 
sites polymorphes associés (colonnes). La position des sites polymorphes est 
indiquée suivant la numérotation de la figure III-5 (l’insertion de l’haplotype As4 
est située entre les sites 123 et 124). Les points matérialisent une identité de 
séquence avec l’haplotype As1 utilisé comme référence, les tirets correspondent 
aux délétions.

La position des polymorphismes chez A. sturio n’est pas corrélée entre le 

motif imparfait et le motif parfait, i.e. un site polymorphe sur le motif imparfait n’est 

pas forcément polymorphe sur le motif parfait (Figure III-8). Il ne est de même chez 

l’espèce sœur A. oxyrinchus, ainsi qu’entre motif parfait d’A. sturio et d’A. oxyrinchus

et entre motif imparfait d’A. sturio et d’A. oxyrinchus (Figure III-9). Ces observations 

suggèrent une évolution indépendante des motifs imparfait et parfait au sein de 

chacune des deux espèces, et ce depuis relativement longtemps (peut-être la 

spéciation).

Il est intéressant de noter également que le motif imparfait est moins variable 

que le motif parfait, aussi bien chez A. sturio (7% vs 11%) que chez A. oxyrinchus
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(11% vs 29%). Le motif TAS est en particulier exempt de polymorphisme sur les 

motifs imparfaits des deux espèces, ce qui n’est pas le cas sur les motifs parfaits 

(Figure III-9). Si le motif parfait semble donc évoluer sans contrainte sélective 

particulière, ce n’est apparemment pas le cas du motif imparfait. 

Figure III-8 : Sites polymorphes identifiés sur le fragment Dlo-5’ chez A. sturio (en
rouge). La séquence de référence correspond à l’haplotype As1, les nucléotides 
alternatifs observés sur d’autres haplotypes sont indiqués en dessous de la 
séquence de référence. Les points au niveau du motif parfait correspondent à une 
identité de séquence avec le motif imparfait.

 Apport de cette thèse : nombre de motifs répétés et hétéroplasmie

Figure III-9 : Comparaison des motifs imparfaits et parfaits de la région de contrôle 
chez A. sturio et A. oxyrinchus. Les haplotypes de référence sont respectivement 
As1 et AooA et les polymorphismes identifiés sont indiqués sur la ligne en dessous 
respectivement en rouge et en violet. Les motifs TAS sont en gras souligné. Les 
points indiquent une identité de séquence avec le motif imparfait d’As1. 
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 Apport de cette thèse : nombre de motifs répétés et hétéroplasmie

Les analyses réalisées par Ludwig et al. (2000a) sur la population actuelle de 

Gironde n’ont pas permis de détecter d’hétéroplasmie, les auteurs concluant à 

l’absence d’hétéroplasmie chez l’espèce toute entière. Or la population girondine 

actuelle est une population quasi clonale – comme en témoigne la présence d’un 

seul haplotype mitochondrial – qui ne représente assurément pas l’ancienne diversité 

génétique de l’espèce, aujourd’hui disparue.

L’hétéroplasmie est difficile à détecter sur des extraits d’ADN ancien, car un 

motif répété supplémentaire augmente la taille du fragment amplifié de 80 pb, limitant 

sa préservation dans le temps et donc les possibilités de le détecter par PCR. 

Néanmoins, au cours de cette thèse nous avons identifié sept individus 

présentant une hétéroplasmie de longueur (Figure III-10), six d’entre eux possédant 

à la fois des ADNmt avec deux et trois motifs répétés, et le dernier possédant à la 

fois des ADNmt avec un et deux motifs.

Figure III-10 : Individus A. sturio présentant une hétéroplasmie de longueur. Pour 
chaque individu, le nombre de PCR positives correspondant aux différents variants 
est indiqué. La taille canonique du fragment Dlo-5’ est de 250 pb, le variant à 
330 pb présentant deux motifs parfaits et celui à 170 pb en étant dépourvu. 
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L’ADN ancien extrait de ces individus hétéroplasmiques était relativement bien 

préservé au regard des quantifications effectuées par qPCR (voir l’annexe 5), ce qui 

pourrait expliquer l’amplification réussie de molécules aussi longues que 320 pb en 

un seul tenant. Nous n’avons en effet retenu comme individus hétéroplasmiques que 

ceux dont le fragment Dlo-5’ a pu être amplifié en un seul morceau, ceci afin d’éviter 

d’éventuels artefacts liés à un mauvais appariements des amorces Stu-CR1 et Stu-

CR2. Les fragments de différentes longueurs ont tous été clonés et séquencés avec 

succès, confirmant l’ajout / la perte du motif parfait de 80 pb comme source des 

variations de longueurs observées. Au vu de ces résultats, l’hétéroplasmie existait 

donc bien chez A. sturio, contrairement à ce qui avait été dit auparavant. 

 Apport de cette thèse : la zone la plus étudiée est-elle la meilleure ?

 Afin d’obtenir plus d’informations à partir de l’ADNmt, nous avons décidé 

d’analyser la région de contrôle dans son intégralité pour certains échantillons. Pour 

cela nous avons tout d’abord amplifié par PCR la région de contrôle entière 

(fragment d’environ 900 pb) de quelques échantillons modernes de Gironde grâce au 

couple d’amorce Hétéro-1 / ARNt-Phe-Rev (5’-CATCTTAACATCTTCAGTG-3’). 

L’amorce ARNt-Phe-Rev a été dessinée à partir des séquences de l’ARNt 

Phénylalanine disponibles chez les Acipensériformes (les ARNts étant très 

conservés, la séquence d’amorçage s’est trouvée être identique chez A. sturio et 

chez les autres Acipensériformes). Cette étape nous a permis d’obtenir la séquence 

entière de la région de contrôle correspondant à l’haplotype As1 identifié sur le 

fragment Dlo-5’.  

 Tous les autres haplotypes ayant été identifié sur le fragment Dlo-5’ à partir 

d’échantillons anciens, leur extension à la région de contrôle entière en un seul 

fragment de 900 pb était impossible. Nous avons donc utilisé la séquence entière 

obtenue pour l’haplotype As1 afin de dessiner de nouvelles amorces permettant 

d’amplifier la zone manquante en cinq fragments chevauchants d’environ 200 pb 

(voir figure III-11) : Stu-CR4-For (5’-ATCCCCATTAATTTYTAGTC-3’), Stu-CR5-Rev 

(5’-CCAGTAATARTTCAGTTATG-3’), Stu-CR6-For (5’-GTAATAAGAGCCGAACATA-

3’), Stu-CR7-Rev (5’-GGTACTTCYAACATTAATCA-3’), Stu-CR8-For (5’-CATAAC-

TGAACTGTRTCC-3’), Stu-CR9-Rev (5’-TATGTCATTATATCATTCACT-3’), Stu-
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CR10-For (5’-TTGAAGGTGGAACAGTATA-3’), Stu-CR11-Rev (5’-AAGGCTTGT-

YCGACGTAA-3’) et Stu-CR12-For (5’-ACGCTTATTATCGACAAAC-3’). 

  Pour chaque haplotype identifié sur le fragment Dlo-5’, nous avons ensuite 

sélectionné quelques individus anciens dont l’ADN était très bien préservé (voir la 

partie suivante sur l’utilisation de la PCR quantitative pour réaliser une telle 

sélection). La région de contrôle de ces individus a été amplifiée en cinq fragments, 

clonée et séquencée.

Figure III-11 : Diversité nucléotidique ( ) calculée avec le logiciel DNAsp (Librado 
& Rozas 2009) à partir des 20 haplotypes de la région de contrôle d’A. sturio (en
bleu, graphe du haut) et de 4 haplotypes de la même zone d’A. oxyrinchus (en
rouge, en bas). Le calcul de  a été réalisé sur une fenêtre de 25 pb par pas de 
5 pb en utilisant la formule de Nei (1987). La position des amorces utilisées et des 
fragments amplifiés sur les échantillons anciens est indiquée au dessus du graphe. 
L’organisation de la région étudiée est rappelée en dessous des graphes. 
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 En utilisant cette méthode, nous avons pu obtenir la région de contrôle entière 

de 34 A. sturio anciens (sur les 120 analysés au cours de cette thèse), 

correspondant à 13 des 20 haplotypes identifiés sur le fragment Dlo-5’. Nous ne 

disposions pas d’échantillons portant les haplotypes As4 et As7 (publiés par Ludwig

et al. 2009c), et les échantillons anciens portant les haplotypes As16, As17, As18, 

As19 et As20 contenaient trop peu d’ADN : ces haplotypes n’ont donc pas été 

obtenu sur la région de contrôle entière.

Parmi les 34 séquences obtenues, certaines correspondant au même 

haplotype Dlo-5’ se sont révélées être différentes sur les 700 pb restantes de la 

région de contrôle : dans ce cas, les variants longs ont été nommés d’après le nom 

de l’haplotype Dlo-5’ correspondant, en rajoutant une lettre minuscule (par exemple 

As2a, As2b, As2c...). Au total, nous avons identifié 20 régions de contrôle différentes 

sur les 34 individus séquencés, comprenant un total de 75 sites polymorphes dont 

trois indels (de 12, 2 et 1 pb) et 60 substitutions (toutes des transitions). Les 

haplotypes et polymorphismes sont présentés à la figure III-12. 

La diversité nucléotidique par site est importante au niveau de la fin du 

fragment Dlo-5’, mais d’autres portions de la région de contrôle se révèlent être au 

moins aussi intéressantes en terme de densité de sites polymorphes et sont même 

plus discriminantes (Figure III-11).  

Pour comparaison, nous avons également étendu quatre haplotypes Dlo-5’ 

d’A. oxyrinchus (extrait d’ADN moderne provenant de poissons américains) à toute la 

région de contrôle (amorces Hétéro-1 et ARNt-Phe-Rev), permettant d’observer une 

situation semblable (Figure III-11) : la zone répétée n’est donc pas forcément la plus 

informative chez les esturgeons de mer A. sturio et A. oxyrinchus.

Lors de futures études analysant la diversité intraspécifique chez A. sturio, il 

semble pertinent de continuer à s’intéresser à la zone répétée – pour laquelle la 

quantité de données accumulées est importante – mais aussi à la portion située 

entre les sites 395 et 608 pb qui est la plus variable. Pour l’amplification de ce 

second fragment, le couple d’amorces Stu-CR13-For (5’-ACATCTGGTTCCTATTTC-

A-3’) / Stu-CR14-Rev (5’-ATATATCAGAATATGTCATTAT-3’) est tout indiqué. 
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III-A-2-d Sur la qualité des séquences mitochondriales anciennes obtenues

 Conditions de manipulations

L’ADN de tous les échantillons anciens analysé dans cette thèse a été extrait 

et manipulé en respectant les standards de la paléogénétique, garantissant 

l’authenticité de nos résultats (Annexe 1). 

 Evaluation de l’état de l’ADNa : désamination des cytosines

Nous avons calculé le taux de désamination observé sur le fragment d’ADNmt 

Dlo5’, et ce pour chaque individu. Le calcul a été réalisé sur les séquences des 

clones obtenus à partir de différents produits de PCR indépendants (Figure III-13A). 

La désamination des cytosines en uraciles conduit donc à des transitions 

artefactuelles GC/AT (la désamination C  U apparaît comme une transition C  T 

si le brin séquencé est celui sur lequel la modification a eu lieu, et comme une 

transition G  A si le brin séquencé est le brin complémentaire) et constitue la 

majorité des modifications chimiques affectant l’ADNa (Hofreiter et al. 2001b ; Briggs

et al. 2007 ; Gilbert et al. 2007). Nous avons donc calculé le taux de substitutions 

GC/AT et nous l’avons comparé au taux de toutes les autres mutations possibles.

Principe de calcul (Figure III-13B) : 

- le taux de dégradations GC/AT a été normalisé au taux de GC des séquences, afin 

de ne pas biaiser les mesures interindividuelles et de permettre des comparaisons 

avec d’autres fragments (comme les fragments d’ADNnuc, voir partie III-A-2-c). 

- les dégradations consistantes (i.e. qui touchent tous les clones d’un même produit 

de PCR) ont été comptées à part des dégradations non consistantes (i.e. qui 

touchent seulement un clone d’un produit de PCR indépendant). Lors du calcul du 

taux de dégradation global, les dégradations consistantes ont été pondérées par le 

nombre de clones qu’elles affectent. 

 Les résultats obtenus (Figure III-14) mettent en évidence la prédominance des 

mutations GC/AT par rapport aux autres types de mutations, aussi bien pour les 

restes archéologiques (13,2‰ contre 0,3‰) que pour les spécimens de musée 

(6,1‰ contre 0,3‰). Des taux similaires avaient été observés par Pagès et al.

(2009). Cette signature mutationnelle correspond aux désaminations de cytosines et 
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confirme l'origine ancienne de l’ADN analysé. Par ailleurs le taux de désamination 

est en moyenne supérieur pour les restes archéologiques par rapport aux spécimens 

de musée, probablement en raison de leur exposition plus longue aux outrages du 

temps. Le nombre de mutations GC/AT consistantes est également en moyenne plus 

élevé pour les restes archéologiques, sans doute en raison d’une plus faible 

concentration en ADN dans ces échantillons et d’une initiation fréquente de la PCR à 

partir d’une seule molécule (voir paragraphe suivant).

Si les substitutions GC/AT artefactuelles ont tendance à toucher surtout les 

échantillons les plus anciens, la corrélation entre mutation et âge n’est pas soutenue 

statistiquement (régression linéaire R2 = 0,13). 

Figure III-14 : Caractérisation des mutations artefactuelles sur les séquences du 
fragment Dlo5’ de l’ADNmt. La distinction est faite entre transition GC/AT et autres 
mutations, pour les restes archéologiques et les spécimens de musée. Les 
diagrammes de Tukey représentent les distributions des taux par échantillon. La 
croix dans le cercle rouge indique la moyenne, les barres horizontales du rectangle 
indiquent de bas en haut le premier quartile, la médiane et le troisième quartile, les 
frontières hautes et basses sont calculées à partir des distances interquartiles et 
les cercles vides correspondent à des valeurs atypiques. 
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 Evaluation de l’état de l’ADNa : dosage par qPCR

La qPCR – ou PCR en temps réel – repose sur la quantification cycle après 

cycle de l’ADN cible amplifié lors d’une PCR (Higuchi et al. 1992 ; Higuchi et al.

1993). La détection des amplicons se fait à l’état double brin grâce à une sonde 

fluorescente spécifique (technologies Taqman® et Molecular Beacon® ; Heid et al.

1996 ; Tyagi & Kramer 1996) ou bien à l’aide d’un agent intercalant fluorescent 

(technologie SYBR® ; Wittwer et al. 1997). 

L’amplification qPCR peut se résumer en trois grandes phases (Figure III-15) : 

1) phase stationnaire : la fluorescence reste à un niveau de référence 

stationnaire dans les premiers cycles, car les molécules d’ADN sont encore trop peu 

nombreuses pour constituer un signal fluorescent ; 

2) phase exponentielle : lorsqu’un seuil critique de molécules d’ADN est atteint, la 

fluorescence qui leur est liée est détectable et augmente de façon proportionnelle au 

nombre de molécules. L’ADN étant amplifié de façon exponentielle au cours des 

cycles, la fluorescence augmente également suivant une courbe exponentielle. Le 

cycle auquel le seuil de détectabilité est atteint est noté Ct pour « cycle threshold » ; 

3) phase de plateau : lorsque les réactifs de la PCR commencent à s’épuiser, la 

phase exponentielle s’arrête et la fluorescence atteint un plateau. 

Figure III-15 : Les différentes phases de la PCR, visualisées par fluorescence de 
l’ADN double brin au contact de SYBR green lors d’une qPCR. Le graphe 
correspond à l’amplification d’un fragment de Cyt b sur un esturgeon ancien (ce qui 
explique l’atteinte tardive du seuil de visualisation Ct). 
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En amplifiant une gamme étalon (de concentration connue) en même temps 

que les échantillons d’intérêt (de concentration inconnue) et en comparant les Ct 

obtenus, il est possible d’estimer le nombre de molécules présentes initialement 

dans les échantillons d’intérêts (Heid et al. 1996 ; voir figure III-16). La qualité de la 

gamme étalon et la spécificité de la qPCR doivent être vérifiées (r2 et efficacité de la 

droite étalon, unicité des pics de la courbe de fusion des produits finaux) avant 

d’interpréter les résultats (Bustin et al. 2009 ; voir figure III-16). 

Au cours de cette thèse, nous avons quantifié par qPCR l’ADN présent dans 

les extraits d’esturgeons à notre disposition, et ce pour deux fragments d’ADNmt de 

taille différente (respectivement 121 et 86 pb amorces incluses). L’ADNa étant 

fragmenté au cours du temps du fait des réactions d’hydrolyse et d’oxydation, plus 

un fragment est long, moins il a de chance d’être préservé : les fragments courts sont 

donc normalement présents en un plus grand nombre de copies que les fragments 

longs (Pääbo et al. 2004). 

 La zone choisie pour la quantification par qPCR de l’ADNmt des esturgeons 

est le Cyt b, et ce pour plusieurs raisons : (i) le Cyt b est beaucoup moins variable 

que la région de contrôle, il est donc plus facile de dessiner des amorces spécifiques 

et d’éviter un problème d’amorçage chez certains individus dû à d’éventuels 

polymorphismes inconnus, (ii) au début des expérimentations, la seule zone 

séquencée de la région de contrôle de l’esturgeon européen était la zone répétée 

(fragment Dlo5’), qui ne se prête pas à la qPCR à cause du risque d’amorçage 

aspécifique sur l’un ou l’autre des motifs répétés.

Le fragment long de 121 pb a été amplifié à l’aide des amorces Stu-Cytb-For7 

(5’-AACAYCCRTTCGTCTTAATTGGA-3’) et Stu-Cytb-Rev7 (5’-CTACTAGGGCAG-

TTTCAGTTTA-3’), celui long de 86 pb à l’aide du couple Stu-Cytb-For8 (5’-ACAGTC-

TATTTCACCCTGTTTT-3’) et Stu-Cytb-Rev7. 
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A

B C 

Figure III-16 : Quantification par qPCR de l’ADN présent dans un extrait. L’extrait à 
quantifier est en vert (n°5), les extraits de concentration connue (gamme étalon) sont 
en violet (n°1 à 4). 
A : Courbe d’amplification. Les tubes de la gamme étalon sont amplifiés en parallèle 
du tube d’intérêt et dans les mêmes conditions. 
B : Courbe étalon. A partir des Ct déterminés pour les points étalons sur la courbe 
d’amplification, la droite étalon Ct = f(log(concentration)) est tracée. Avec une gamme 
dont les points correspondent à une dilution de 10 en 10 (comme ici), l’opposé de la 
pente x de la droite est le nombre de cycles nécessaires pour multiplier la 
concentration d’ADN par 10. L’amplification étant idéale si la quantité d’ADN est 
multipliée par deux à chaque cycle, la pente idéale est telle que 2x = -10 soit x = -log10 
/ log2 = -3,32. L’efficacité E de la qPCR (E = 10-1/x – 1) mesure l’adéquation entre la 
pente observée et la pente idéale ; une valeur entre 85% et 115% est considérée 
comme acceptable. Le coefficient de régression de la droite r2 mesure la qualité de 
l’alignement des points de la gamme ; une valeur supérieure à 0,985 est considérée 
comme acceptable. Si E et r2 sont convenables, il est alors possible d’utiliser la 
gamme pour quantifier les points d’échantillons : dans notre exemple, le Ct de l’extrait 
5 correspond à un log(concentration) de 1,55 soit une concentration de 101,55 = 35 
molécules amplifiables / μL. 
C : Courbe de fusion. A l’issu de la qPCR, les produits sont soumis à une dénaturation 
finale entre 60 et 90°C par palier de 0,5°C. Lors de la dénaturation, l’ADN passe à 
l’état simple brin et la fluorescence diminue, phénomène visualisable sous la forme 
d’un pic sur la dérivé de la fluorescence en fonction de la température. Chaque produit 
a une température de dénaturation particulière, produisant un pic spécifique. Si les 
pics correspondant aux échantillons sont identiques à ceux de la gamme, les produits 
amplifiés sont identiques : la spécificité de la qPCR est donc satisfaisante et les 
résultats fiables. 
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 Au niveau pratique, les gammes étalon ont été préparées à partir de produits 

de PCR purifiés sur colonne Qiaquick®, dosés au nanodrop (cinq points par produit 

pour limiter les écarts de mesure) et dilués dans du tampon 10 mM Tris-Cl, pH 8,5 

(dilutions sériées de 10 en 10). Des aliquots de 20 μL ont été congelés et utilisés l’un 

après l’autre pour éviter la fragmentation liée aux congélations-décongélations. 

 Toutes les qPCR ont été réalisées dans les mêmes conditions (volume final 

de 30 μL avec tampon Invitrogen Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG 

1X, amorces 0,5 μM, BSA 0,66 mg/μL) et sur la même machine (Biorad® CFX96). 

Les échantillons ont été systématiquement amplifiés simultanément avec une 

gamme étalon présentant cinq dilutions de 10 en 10 – chaque point de dilution étant 

traité en duplicat ou triplicat – ainsi qu’avec des contrôles négatifs sans ADN. Pour 

chaque extrait ancien et chaque fragment, quatre réplicats (volume d’essai de 

1,5 μL) ont été réalisé ; la moyenne des réplicats a été considérée pour les calculs.

Lors de la procédure d’extraction de l’ADN ancien, d’autres molécules peuvent 

être coextraites. Ces molécules, en fonction de leur nature et de leur concentration, 

peuvent inhiber les réactions d’amplification de l’ADNa par PCR (Hagelberg et al.

1989 ; Hanni et al. 1990 ; Handt et al. 1994 ; Hanni et al. 1995) ; la qPCR reposant 

sur le postulat que l’efficacité de l’amplification est optimale (multiplication par deux 

du nombre de molécules cibles à chaque cycle), l’estimation obtenue peut être 

biaisée par la présence d’inhibiteurs dans les extraits anciens (King et al. 2009). Afin 

de limiter ce problème, nous avons utilisé des protocoles d’extraction de l’ADNa 

basés sur l’affinité spécifique de l’ADN pour la silice, qui s’affranchissent de la 

majorité des inhibiteurs (Rohland & Hofreiter 2007a, b) ; nous avons également 

ajouté de l’albumine de sérum bovin (BSA) au mélange réactionnel de la PCR, 

connue pour améliorer l’efficacité des PCRs en présence d’inhibiteurs (Rohland & 

Hofreiter 2007b). La présence résiduelle d’inhibiteurs a néanmoins été suivie par 

sécurité lors des qPCR (i) par l’observation de la pente de la courbe d’amplification 

des points d’échantillons (qui doit être similaire à celle des points de gamme étalon), 

et (ii) par la réalisation de tests de dilution des extraits (les différentes dilutions 

devant conduire à la même estimation de concentration). Aucune inhibition résiduelle 

n’a été détectée pour la majorité des échantillons ; une inhibition faible (<20%) a été 

détecté sur une dizaine d’échantillons, et une inhibition forte (>20%) à très forte 

(>50%) a été rencontré pour une demi-douzaine d’échantillons correspondant tous à 
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des spécimens de musée (Figure III-17 pour une illustration sur l’extrait CH1137). La 

présence dans les extraits de produits chimiques utilisés lors de la naturalisation des 

poissons et inhibiteurs de la PCR semble être l’hypothèse la plus plausible (Moran & 

Baker 2002).

Figure III-17 : Détection d’inhibiteurs de PCR dans l’extrait d’esturgeon CH1137.  
A : Sans dilution, la pente d’amplification des quatre réplicats correspondant à l’échantillon 
(en vert) est bien inférieure à celle des points de gamme (en violet). La concentration 
d’ADN est équivalente à celle du troisième point de gamme.  
B : Avec une dilution au 1/10, la pente d’amplification de l’échantillon est identique à celle 
de la gamme étalon. La concentration d’ADN est encore équivalente à celle du troisième 
point de gamme, alors que la gamme étalon utilisée est la même ; cela signifie que le 
même nombre de molécules d’ADN a été détecté en A et B, alors que l’extrait était 
pourtant dilué 10 fois en B. Les inhibiteurs ont donc freiné l’amplification en A à hauteur de 
90% (taux d’inhibition). A une dilution au 1/20, le nombre de molécules détecté pour 
l’échantillon est deux fois moindre qu’à la dilution 1/10, signe que l’inhibition est nulle entre 
les dilutions 1/10 et 1/20. L’estimation basée sur la dilution 1/10 est donc fiable. 

  Au cours de cette thèse, l’ADNmt de 105 échantillons anciens d’esturgeons a 

été quantifié sur les deux fragments de Cyt b (voir l’annexe 5 pour les résultats par 

échantillon). Dix échantillons de tissu frais ont également été traités pour 

comparaison. Neuf échantillons anciens ont donné des résultats négatifs sur le 

fragment long, portant à 96 le nombre d’échantillons anciens pour lesquels une 

comparaison entre les quantifications des fragments longs et courts est possible. 

Une grande variabilité du nombre de molécules par μL a été observée entre extraits 

anciens, de quelques unités pour certains, à plusieurs millions pour d’autres. Cette 

variabilité était attendue au vu de la diversité de l’origine des échantillons traités. Il 

ressort néanmoins que les extraits issus des échantillons de musée contiennent 

globalement plus d’ADN que ceux issus des échantillons archéologiques (voir la 

figure III-18 pour une comparaison sur le fragment court de 86 pb), avec des 
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médianes respectivement à 16 300 et 1 200 molécules par μL. Le nombre de 

molécules dans les extraits de tissu frais était très supérieur, avec une médiane à 

776 000 molécules par μL.

La normalisation du nombre de molécules d’ADN par rapport à la masse de 

tissu sec utilisée pour l’extraction conduit à des résultats similaires, avec néanmoins 

un creusement du décalage entre les restes archéologiques et les autres 

échantillons (Figure III-19). En effet, la masse sèche extraite était en moyenne plus 

élevée pour les restes archéologiques (332 ± 108 mg) que pour les spécimens de 

musée (58 ± 54 mg) et le tissu frais (3 ± 1 mg), du fait qu'il s'agissait exclusivement 

de tissus osseux. 

Figure III-18 : Quantification de 
l’ADNmt sur le fragment de 
86 pb du Cyt b. Les diagrammes 
de Tukey représentent la 
distribution du nombre de 
molécules d’ADN estimé par 
qPCR pour les extraits de restes 
archéologiques, de spécimens 
de musée et de tissu frais. Le 
rectangle est coupé par la 
médiane et marque les premier 
(bas) et troisième quartiles 
(haut) ; la longueur des 
moustaches est 1,5 fois celle de 
l’interquartile. Les cercles vides 
marquent les valeurs atypiques. 
Les ordonnées sont en échelle 
logarithmique.

Figure III-19 : Quantification 
normalisée de l’ADNmt sur le 
fragment de 86 pb du Cyt b. Les 
diagrammes de Tukey 
représentent le nombre de 
molécules d’ADN normalisé à la 
masse de tissu sec extrait pour 
les restes archéologiques,
spécimens de musée et le tissu 
frais. Les ordonnées sont en 
échelle logarithmique. 
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Pour chaque extrait ancien, le nombre de molécules par unité de volume était 

plus élevé pour le fragment court (86 pb) que pour le fragment long (121 pb) – avec 

un rapport moyen de 2,5 pour les restes archéologiques et de 6,5 pour les 

spécimens de musée – signe d’un substrat fragmenté (Figure III-20). En 

comparaison, l’ADN extrait de tissu frais n’est pas du tout fragmenté, puisque le ratio 

entre fragment court et fragment long vaut 1 (Figure III-20). Cette fragmentation est 

un indicateur de l’authenticité de nos résultats, au même titre que la présence des 

désaminations de cytosines (Pääbo et al. 2004). 

Figure III-20 : Ratio du nombre 
de fragments courts et du
nombre de fragments longs par 
unité de volume, pour les restes 
archéologiques (à gauche), les 
spécimens de musée (au 
centre) et les échantillons frais 
(à droite). Le rectangle est 
coupé par la médiane et marque 
les premier (bas) et troisième 
quartiles (haut) ; la longueur des 
segments est 1,5 fois celle de 
l’interquartile. Le cercle rouge 
marqué d’une croix indique la 
moyenne. Les cercles vides 
marquent les valeurs atypiques. 

Le nombre de molécules amplifiables varie théoriquement en fonction de la 

taille du fragment visé suivant une loi exponentielle décroissante (Deagle et al. 2006 

; Brotherton et al. 2007), à partir de laquelle il est possible d’estimer la probabilité 

qu’un nucléotide donné soit endommagé. Des qPCR sériées ciblant plusieurs 

fragments de tailles différentes doivent être réalisées pour estimer précisément la 

dégradation de l’ADNa (Deagle et al. 2006 ; Poinar et al. 2006 ; Schwarz et al. 2009). 

Comme nous ne disposons que de deux points et que les lois de dégradation des 

échantillons de musée et des restes archéologiques sont a priori différentes 

(conditions de température et d’humidité différentes, contact avec des produits 

chimiques...), il est délicat d’interpréter la différence observée entre les ratios 

moyens fragment court / fragment long pour ces deux types d’échantillons (Figure III-

21).
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Figure III-21 : Lois de dégradation de l’ADN compatibles avec les observations 
effectuées (nombre moyen de molécules pour les fragments de 86 et 121 pb et 
ratio moyen), pour les échantillons de musée et les restes archéologiques. 
Attention, d’autres lois compatibles existent, ceci n’est qu’une illustration possible. 

 La concentration en ADN et le taux de désamination des cytosines ne sont 

pas corrélés en ce qui concerne les échantillons de musée (Figure III-22), sans doute 

parce que leur taux de désamination est globalement faible. Par contre, il semble 

pour les restes archéologiques que le taux de désamination soit d’autant plus élevé 

que la concentration en molécule est faible, en particulier lorsqu’il y a moins de 1000 

molécules par μL (Figure III-22) ; la corrélation est néanmoins statistiquement faible 

(R2 = 0,48). Ce résultat n’est pas surprenant car (i) les réactions chimiques 

conduisant à la désamination des cytosines et à la fragmentation de l’ADN sont 

favorisées par les mêmes conditions environnementales (humidité, température) 

donc quand l’ADN est fragmenté, il a aussi de bonnes chances d’être aussi 

désaminé et (ii) la méthode de calcul du taux de désamination est biaisé par les 

mutations consistantes qui résultent probablement d’une initiation de la PCR à partir 

d’une seule molécule matrice ; or moins l’extrait est concentré, plus il y a de chances 

que la PCR s’initie à partir d’une seule molécule matrice, et plus il y aura de 

mutations consistantes et donc un taux de désamination estimé élevé. 
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Figure III-22 :

- 226 -

Taux de désamination des cytosines en fonction de la concentration 
en ADN (quantification non normalisée sur le fragment court de 86 pb) pour 105
extraits d’esturgeons anciens. Les points correspondants aux échantillons 
archéologiques sont en rouge ; la droite de régression a pour formule y = -
4,2713Ln(x) + 39,812. Les points correspondant aux échantillons de musée sont en 
vert ; droite de régression non indiquée. 

 La région de contrôle de l’ADNmt est donc un outil intéressant pour l’étude de 

la diversité intraspécifique chez A. sturio, puisque sa variabilité est bien plus 

importante que ne le laissait supposer les premières études réalisées sur la 

population actuelle de Gironde. L’analyse des patrons de désamination et de 

fragmentation observés soutien par ailleurs l’authenticité de nos résultats, dont 

l’interprétation biologique peut donc être réalisée en toute confiance. 

L’ADNmt est néanmoins un génome haploïde, hérité maternellement et 

généralement sans recombinaison (Dawid & Blackler 1972 ; Hutchison et al. 1974 ; 

Birky 2001) ; il se comporte donc différemment de l’ADNnuc et n’enregistre pas les 

mêmes informations évolutives et démographiques, ou du moins pas de la même 

façon ; il ne permet en particulier d’accéder qu’à l’histoire maternelle. Par ailleurs 

l’ADNmt n’est pas un marqueur globalement neutre – du fait de la présence d’une 

majorité de séquences codantes et de l’absence de recombinaison – et le taux 

d’évolution qui le caractérise n’est pas toujours homogène d’une lignée à l’autre : son 

intérêt pour étudier l’histoire évolutive et démographique des populations a donc été 

remis en cause (Ballard & Whitlock 2004 ; Galtier et al. 2009). Afin d’obtenir un point 

de vu génétique indépendant par rapport à l’ADNmt, nous nous sommes donc 

intéressé à des marqueurs nucléaires, ce que nous allons voir dans la partie 

suivante.
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III-A-3 L’ADN NUCLEAIRE : CHALLENGE DES MICROSATELLITES 

Les microsatellites sont les marqueurs moléculaires dont l’usage est le plus 

répandu pour l’analyse de la diversité génétique intraspécifique (Schlotterer 2004). 

Par ailleurs chez les esturgeons, ils constituent la majorité des marqueurs nucléaires 

disponibles (voir figure II-8). Afin d’étudier la diversité intraspécifique nucléaire chez 

A. sturio, nous avons donc décidé de nous intéresser à plusieurs locus 

microsatellites. La démarche d’analyse des microsatellites a été adaptée à 

l’utilisation d’échantillons anciens, de la sélection des locus à la validation des 

génotypes.

III-A-3-a Les microsatellites : généralités

 Bref historique

La découverte des microsatellites remonte au début des années 1980, lorsque 

l’omniprésence de séquences répétitives simples – polyA, polyT, poly GT, poly AT en 

particulier – fut mise en évidence dans les génomes eucaryotes (Hamada & 

Kakunaga 1982; Hamada et al. 1982; Gebhard & Zachau 1983; Tautz & Renz 1984; 

Greaves & Patient 1985; Schafer et al. 1986). Le glissement de l’ADN polymérase 

(aussi appelé bégaiement) et un mauvais réappariement lors de la réplication de 

l’ADN (slippage-mispairing) furent rapidement soupçonnés d’être à l’origine de ces 

courtes séquences répétées (Tautz & Renz 1984; Tautz et al. 1986; Levinson & 

Gutman 1987). Se trouvant généralement dans des régions non codantes, elles ont 

été considérées comme neutres vis-à-vis de la sélection. 

Grâce à la PCR, le polymorphisme de longueur des locus microsatellites fut 

rapidement mis en évidence à l’échelle intraspécifique, démontrant l’utilité de telles 

séquences en tant que marqueurs moléculaires (Litt & Luty 1989; Tautz 1989; Weber 

& May 1989). Informativité (polymorphisme important + disomie), ubiquité dans les 

génomes eucaryotes et neutralité, telles sont les qualités des microsatellites qui 

conduisirent à leur utilisation massive pour la cartographie génique, les recherches 

de parenté et l’analyse de la structure des populations. La progression importante du 
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nombre de publications faisant référence aux microsatellites à partir du début des 

années 1990 atteste de ce succès (Figure III-23). 

Figure III-23 : Evolution du nombre annuel de publication sur les microsatellites
depuis 1984 (en noir) et fraction appliquée à l’ADN ancien (en gris). Source : 
résultats bibliométriques obtenus sur ISI Web of Knowledge en utilisant 
respectivement les mots-clefs « microsatellite* » et « microsatellite* AND (ancient 
DNA OR paleogenetics OR museum) ». 

 Facilités d’analyse 

Un autre avantage des microsatellites est leur facilité d’utilisation. La zone 

répétée hypervariable est généralement restreinte à moins de 100 bp et il est donc 

aisé de dessiner des amorces dans les régions flanquantes du microsatellite pour 

l’amplifier par PCR (Schlotterer 2004). L’utilisation d’amorces fluorescentes permet 

par ailleurs une visualisation simple et rapide des allèles amplifiés après PCR, par 

électrophorèse sur polymère d’acrylamide : les allèles apparaissent sous forme de 

bandes, dont la taille varie en fonction du nombre de motifs répétés. 

Le multiplexage des locus (amplification simultanée de plusieurs locus, 

chacun distingué par un fluorophore spécifique), l’électrophorèse sur tubes capillaires 

et les logiciels d’analyse tels Genemapper® ont permis d’augmenter 

significativement le débit d’acquisition des données microsatellites, réduisant d’autant 

le temps nécessaire pour générer un jeu de donnée intéressant. 
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 Erreurs de génotypage 

 Les microsatellites sont des marqueurs de choix, mais ils ne sont pas pour 

autant dépourvus de défauts. S’ils sont négligés, ces biais peuvent sérieusement 

affecter la qualité des résultats, il est donc crucial de les prendre en compte 

(Pompanon et al. 2005). 

 Au cours de l’amplification par PCR des locus microsatellites, la Taq

polymérase bégaie fréquemment, conduisant au rajout ou plus souvent à 

l’élimination d’un (ou plusieurs) motif(s) par rapport aux allèles originaux (Hauge & 

Litt 1993; Litt et al. 1993; Walsh et al. 1996; Shinde et al. 2003; Olejniczak & 

Krzyzosiak 2006). La génération de ces sous-produits peut poser problème, en 

particulier pour les motifs dinucléotidiques (Odelberg & White 1993), même si en 

général les séquences originales restent largement majoritaires. Les sous-produits 

sont visualisés sous la forme de bandes de bégaiement (stutter bands ou shadow 

bands) sur les fluorogrammes d’électrophorèse, d’intensité inférieure aux allèles 

originaux et de taille correspondant à un, deux voire trois motifs de moins que 

chacun des allèle originaux (Figure III-24A). L’intensité et le nombre de bandes de 

bégaiement varient suivant les locus (en fonction du motif répété surtout ; les motifs 

dinucléotidiques sont plus sensibles que les tri- ou tétranucléotidiques ; comparer les 

figures III-24A et B), suivant les allèles d’un même locus (en fonction de la taille des 

allèles ; plus le nombre de motifs répétés est important, plus les bégaiements sont 

importants ; Figure III-24B) et suivant les conditions de PCR (Walsh et al. 1996; Lai & 

Sun 2003; Shinde et al. 2003). Une bonne connaissance des locus analysés est 

importante pour identifier sans ambiguïté les bandes de bégaiement ; utiliser des 

locus à motifs tri- ou tétranucléotidiques permet également de limiter ce problème. 

 La Taq polymérase génère également un autre type d’artéfact lors de la PCR. 

Elle rajoute souvent une adénosine à l’extrémité des fragments synthétisés, mais pas 

systématiquement, ce qui conduit parfois à deux pics jumeaux séparés d’une paire 

de base. Cet artefact +A peut induire des erreurs de génotypage (Smith et al. 1995; 

Brownstein et al. 1996; Magnuson et al. 1996), un allèle pouvant être confondu avec 

l’allèle voisin, surtout dans le cas des motifs dinucléotidiques. Il est nécessaire de 

définir la gamme de taille correspondant à chaque allèle sans équivoque afin d’éviter 
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ce biais (Figure III-24A). Pour les motifs tri- et tétranucléotidiques, l’artefact +A ne 

pose pas de problème car l’écart entre deux allèles successifs est suffisant pour 

distinguer sans ambiguïté les allèles. 

Un autre biais d’amplification est fréquemment observé quand à un locus 

donné deux allèles de tailles très différentes sont coamplifiés, l’allèle le plus court 

étant alors amplifié plus efficacement que l’allèle long (Figure III-24-B ; voir Walsh et 

al. 1992; Wattier et al. 1998) : ce phénomène est appelé dominance de l’allèle court. 

Dans certains cas, l’allèle long peut ainsi passer inaperçu aux yeux de 

l’expérimentateur ou du logiciel d’analyse. La dominance de l’allèle court est 

amplifiée lors du multiplexage de plusieurs locus, la compétition interlocus se 

rajoutant à la compétition interallèle pour les réactifs de la PCR. 

 Enfin, les microsatellites sont généralement identifiés à partir d’une librairie 

génomique générée sur un faible nombre d’individus d’une espèce (Zane et al.

2002). Chaque couple d’amorce correspondant à un locus est dessiné à partir de la 

séquence flanquante d’un clone positif de cette librairie. Or des mutations peuvent 

exister dans les régions flanquantes d’autres allèles de la même espèce (et plus 

encore dans les allèles d’autres espèces), qui, si elles se trouvent dans les sites 

d’amorçage, empêchent leur amplification (Callen et al. 1993; Paetkau & Strobeck 

1995; Pemberton et al. 1995). Ces allèles nuls, qui restent invisibles aux yeux de 

l’expérimentateur, ont tendance à enfler de façon artefactuelle le taux d’homozygotie 

du locus affecté et la différenciation génétique entre individus à ce locus (Chapuis & 

Estoup 2007; Carlsson 2008). Le problème des allèles nuls est à prendre 

particulièrement en considération lorsque des locus microsatellites mis au point sur 

une espèce X sont utilisés sur une espèce Y avec les mêmes couples d’amorces. 

Afin de tester la présence d’allèles nuls, différents couples d’amorces peuvent être 

utilisées sur un même locus (Chapuis & Estoup 2007). 

- 230 -



 DIVERSITE INTRASPECIFIQUE CHEZ A. STURIO : MICROSATELLITES

A

B

Figure III-24 : Interprétation de fluorogrammes microsatellites. Les ordonnées 
indiquent l’intensité de la fluorescence (~ quantité de produit) et les abscisses la 
taille des fragments (en pb). 
 A : Bandes de bégaiement (stutter) et artefact +A sur un locus à motif 
dinucléotidique. Les pointillés verticaux indiquent la gamme de taille de chaque 
allèle connu. L’individu présenté est hétérozygote car il possède les allèles 134 et 
140 pb (respectivement avec n et p=n+3 motifs répétés)
B : Dominance de l’allèle court et augmentation relative de l’importance des 
bandes de bégaiements avec la taille des allèles amplifiés sur un microsatellite à 
motif tétranucléotidique. L’allèle à 200 pb est amplifié sept fois plus efficacement 
que l’allèle à 292 pb (intensité relative de fluorescence). Un seul bégaiement 
faible est observé pour l’allèle court, quatre bégaiements dont une relativement 
importants sont observés pour l’allèle long. 
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III-A-3-b Les microsatellites appliqués à l’ADN ancien : synthèse bibliographique

 Difficultés supplémentaires liées aux substrats ADN dégradés

 Alors que les microsatellites s’imposaient comme le marqueur de référence en 

génétique des populations actuelles, leur utilisation sur des échantillons anciens est 

restée marginale, ne dépassant que récemment la dizaine de publications par an 

(Figure III-23).

 Cette sous-utilisation est sans doute liée à la rareté de l’ADN nucléaire 

relativement à l’ADN mitochondrial. Comme tous les marqueurs nucléaires, les 

microsatellites sont en effet présents en seulement deux copies par cellule – contre 

parfois plusieurs dizaines voire centaines pour l’ADN mitochondrial – ce qui réduit les 

chances qu’ils soient préservés au cours du temps. L’étude de l’ADN nucléaire est 

donc souvent restreinte aux échantillons où les biomolécules sont les mieux 

préservées.

 Par ailleurs lorsque la quantité d’ADN matrice dans les échantillons est faible, 

de nouveaux biais accompagnent l’utilisation des microsatellites, ce qui rend difficile 

l’obtention de génotypes microsatellites fiables : 

1) Un des deux allèles chez un individu hétérozygote peut ne pas être détecté lors de 

la PCR, conduisant à un génotypage incorrect de cet individu comme homozygote : 

c’est l’allelic dropout (Navidi et al. 1992; Gerloff et al. 1995; Taberlet et al. 1996; 

Gagneux et al. 1997; Taberlet et al. 1997). Ce biais résulte du pipetage aléatoire d’un 

seul des deux allèles lors de la préparation des PCRs (Figure III-25). Une solution 

efficace pour s’affranchir de ce biais est la répétition des PCRs ; en effet, si les deux 

allèles sont présents à la même concentration dans l’extrait (ratio 1 : 1), la probabilité 

de ne pas détecter l’un des deux allèles après n répétition est (1/2)n ; après cinq 

répétitions, cette probabilité tombe en dessous de 5% et après sept répétitions en 

dessous de 1% (Figure III-26). Sur cette base, Taberlet et al. (1996) suggèrent de 

réaliser trois répétitions dans un premier temps puis quatre supplémentaires en cas 

d’homozygotie. Le taux d’allelic dropout peut être défini comme le nombre 

d’amplifications avec dropout (fausse homozygotie) divisé par le nombre total 

d’amplifications réussies (Broquet & Petit 2004). 
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Figure III-25 : Approche multi-tubes et allelic dropout. Deux allèles (représentés
en rouge et bleu) sont présents en faible quantité dans l’extrait à étudier (ratio 
1 : 1), qui correspond donc à un individu hétérozygote pour ce locus. Lors de la 
préparation des PCR, un aliquot d’extrait (entre 0,5 et 5 μL en général) est 
prélevé et ajouté dans chaque tube réactionnel. Dans certains tubes de PCR, 
seul un des deux allèle est présent, l’autre allèle n’ayant pas été pipeté : il y a 
allelic dropout. Cette situation se reproduit quatre fois sur six amplifications 
positives dans le cas étudié ici : le taux de dropout est donc de 67%. 

2) Un des allèles chez un individu hétérozygote peut être préférentiellement 

conservé, conduisant à exacerber l’allelic dropout : nous appellerons par la suite ce 

phénomène allelic dropout amplifié. En effet, nous avons vu dans la partie III-A-2-d 

que la quantité de molécules amplifiables dans un extrait d’ADN ancien évolue 

suivant une loi exponentielle décroissante en fonction de la taille du fragment visé. 

Or les allèles microsatellites différent les uns des autres par le nombre de motifs 

répétés et donc par la taille : les allèles les plus longs auront donc tendance à être 

préservés en moins grand nombre que les allèles courts, biaisant le ratio 1 : 1 utilisé 

par Taberlet et al. (1996) dans leur modélisation. Lorsque le ratio existant entre les 

quantités amplifiables de chacun des deux allèles augmente, le nombre de répétition 

nécessaire à la détection des deux allèles augmente également : ainsi pour détecter 

les deux allèles chez un hétérozygote alors qu’ils sont présents à un ratio 1 : 4 dans 

l’extrait d’ADN, il faut 13 répétitions pour avoir une confiance de 95% et 20 
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répétitions pour atteindre une confiance de 99% (Figure III-26). De plus, nous avons 

vu précédemment que la dominance des allèles courts lors de la PCR conduit à leur 

amplification préférentielle sur substrat moderne. Additionnée à l’allelic dropout 

amplifié, la dominance des allèles courts augmente encore la difficulté de détecter 

les allèles longs lorsqu’ils se retrouvent en mélange avec un allèle court, et force à 

répéter les expériences encore plus de fois. Les effets de l’allelic dropout amplifié et 

de la dominance des allèles courts sont d’autant plus importants que l’écart de taille 

entre les allèles est important. La répétition des expériences ayant un coût non 

négligeable en temps et en argent, la détermination de la loi de dégradation de l’ADN 

pour chaque échantillon se révèle intéressante afin de focaliser les analyses sur les 

échantillons les mieux conservés, où le risque d’allelic dropout restera mesuré. Si le 

ratio de concentration entre les deux allèles est très élevé, il est en effet illusoire 

d’espérer détecter les deux allèles.

Figure III-26 : Nombre de PCR indépendantes nécessaires pour détecter 
l’allelic dropout à un locus hétérozygote. Les différentes courbes correspondent 
à différents ratios de quantité des allèles dans l’extrait ADN étudié.
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3) Un des allèles chez un individu hétérozygote peut être complètement dégradé : 

nous appellerons par la suite ce phénomène extinction allélique. Dans le cas où la 

différence de taille entre allèles est importante et suivant la loi de dégradation suivie 

par l’échantillon, l’allèle le plus long peut être complètement absent de l’extrait d’ADN 

ancien. Dans ce cas, quel que soit le nombre de répétitions effectuées, il sera 

impossible de détecter cet allèle éteint : le génotype sera à tort validé comme 

homozygote. Ce point, comme le précédent d’ailleurs, reste peu étudié ; nous 

mènerons donc des développements poussés pour illustrer les points 2 et 3 à partir 

de notre jeu de données sur les esturgeons.

4) Le bégaiement de la Taq polymérase peut conduire à la génération de faux allèles 

avec une fréquence a priori plus importante que sur de l’ADN moderne (Odelberg & 

White 1993; Taberlet et al. 1996; Parsons 2001). En effet, lorsque le nombre de 

molécules initiant la PCR est très faible, un bégaiement de la Taq dans les premiers 

cycles peut devenir majoritaire à la fin de la PCR par rapport à la séquence 

originale ; il sera à tort considéré comme un allèle. Le bégaiement de la Taq étant 

plus important sur les motifs mono- et dinucléotidiques, ces types de répétitions sont 

plus affectés par ce phenomène. 

 Un engouement variable pour l’utilisation des microsatellites suivant les 

différentes sources d’ADN dégradé 

 Trois grands types d’échantillons à ADN dégradé ont fait l’objet d’analyses 

utilisant les microsatellites : 

1) Les restes paléontologiques et archéologiques enfouis dans les sédiments du sol 

sont principalement constitués d’ossements et de dents dont l’âge varie entre 

quelques dizaines d’années et plusieurs dizaines de milliers d’années. La 

préservation de l’ADN dans ces échantillons dépend de la température, de l’humidité, 

de la présence de microorganismes dans le milieu, et bien sûr de l’âge. Hormis dans 

des conditions exceptionnelles (permafrost, certaines grottes), l’ADN est globalement 

mal conservé dans ce type d’échantillon, et il est donc difficile d’analyser de l’ADN 

nucléaire et d’obtenir des résultats fiables sur les microsatellites. Très peu d’études 

se sont d’ailleurs intéressées aux microsatellites sur ce type de substrat (voir le 

tableau III-1 pour une synthèse bibliographique). 
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2) Les spécimens (entiers ou partiels) conservés dans les musées ou dans les 

collections naturalistes, simplement séchés (insectes, végétaux), naturalisés ou 

stockés dans l’alcool (ou le formol). Collectés depuis le début du 19e siècle, ces 

échantillons sont récents comparés aux restes archéologiques. La préservation de 

l’ADN dépend ici du type de tissu utilisé (muscle, os, phanères... ; Casas-Marce et al.

2010), des conditions de naturalisation (utilisation de produits chimiques, tannage... ; 

Hall et al. 1997), des conditions de conservation (température, humidité, 

microorganismes, produits chimiques ; Espeland et al. 2010) et de l’âge des 

échantillons. Ces conditions étant très variables, la quantité et la qualité de l’ADN 

sont également très variables en fonction des échantillons (Wandeler et al. 2007). De 

plus en plus d’études utilisent les microsatellites pour analyser ce type de matériel, 

souvent choisi pour contraster les données actuelles et mettre en évidence l’impact 

des activités humaines sur les populations naturelles depuis deux siècles (voir le 

tableau III-2 pour une synthèse bibliographique).

3) Les déchets et traces biologiques générés par les organismes pendant leur vie, 

qui sont donc très récents (hors exception comme dans Poinar et al. 2003). Cette 

catégorie comprend en particulier les fèces, les phanères (poils, écailles, plumes, 

mues...) et les traces de liquides biologiques (sang, sperme...). La conservation de 

l’ADN dans ces échantillons dépend de la température, de l’humidité et du temps 

depuis la séparation de l’organisme source ; concernant les fèces, la conservation de 

l’ADN dépend également de la source (régime alimentaire, vitesse de 

renouvellement des cellules du tractus intestinal...). En règle générale, la qualité de 

l’ADN est meilleure dans les phanères que dans les fèces, pour lesquelles l’inhibition 

et la contamination sont des facteurs courants. L’intérêt des enquêteurs de la police 

scientifique (phanères et liquides biologiques) et des biologistes réalisant le suivi de 

populations naturelles à partir d’échantillons non-invasifs (fèces et phanères) a 

conduit à l’utilisation massive des microsatellites sur ce type de substrat. Les études 

analysant les biais d’utilisation des microsatellites sur ADN dégradé traitent d’ailleurs 

en majorité de ce type d’échantillons (Taberlet et al. 1996; Gagneux et al. 1997; Gill

et al. 2000; Morin et al. 2001). 
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III-A-3-c Les microsatellites appliqués à l’ADN ancien : sélection des locus

 Critères de sélection généraux

 Lorsque les locus sont nouvellement décrits, ou s’ils ont été identifiés 

originellement sur une autre espèce, il est important de tester leurs caractéristiques 

d’amplification sur l’espèce cible avant d’entreprendre une étude à grande échelle. 

Cette étape consiste à amplifier les microsatellites sur de l’ADN extrait d’échantillons 

actuels représentant au mieux la diversité de l’espèce, et permet (i) d’identifier 

d’éventuels défauts d’amplification – allèle nul, signal faible – liés à des 

polymorphismes dans les zones d’amorçage, (ii) de vérifier le polymorphisme de 

longueur de chacun des locus (plus il y a d’allèles, plus le locus est informatif) et (iii) 

de vérifier leur héritabilité (transmission mendélienne de génération en génération). 

 Critères de sélection pour l’ADNa : sur la taille des fragments

Comme pour l’ADNmt, les fragments nucléaires courts ont plus de chance 

d’être préservés au cours du temps que les fragments longs. L’expérience acquise 

sur les microsatellites appliqués aux collections zoologiques montre que les locus 

dont les allèles dépassent 200 pb s’amplifient mal voire pas du tout (Nielsen et al.

1999; Taylor et al. 2007; Lozier & Cameron 2009) ; la taille des fragments ciblés doit 

donc être inférieure à 200 pb, et dans l’idéal la plus courte possible. Par ailleurs, 

cibler des locus longs revient souvent à cibler des locus avec un nombre important 

de répétition du motif central, or plus il y a de répétitions et plus le bégaiement de la 

polymérase est important donc plus les risques de confondre les allèles (génération 

de faux allèles) sont grands. Ne s’intéresser qu’aux locus relativement courts permet 

de s’affranchir de ce biais. 

Si certains locus intéressants sont trop longs, il est envisageable lorsque cela 

est possible de réduire la taille de fragments amplifiés en dessinant de nouvelles 

amorces dans les régions flanquantes (Flagstad et al. 2003; Watts et al. 2007). 

L’utilisation de PCR nichées (ou nested PCR ; un couple d’amorce externe 

dans une première phase d’amplification puis un couple d’amorces internes lors 

d’une seconde phase) n’est pas recommandée sur les microsatellites anciens, car 

même si elles augmentent la spécificité d’amplification elles nécessitent de cibler des 

fragments plus longs (le succès d’amplification sera donc réduit). 
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Afin de limiter la dominance de l’allèle court et l’allelic dropout (et donc d’éviter 

l’extinction allélique), les allèles d’un même locus doivent rester dans une gamme de 

taille relativement restreinte (Nielsen et al. 1999). Dans le cas contraire, les allèles 

les plus longs seront trop dégradés par rapport aux allèles courts pour être 

coamplifiés avec ceux-ci chez les individus hétérozygotes. Une variation de taille de 

l’ordre de 10-50 pb semble raisonnable.

 Critères de sélection pour l’ADNa : sur les motifs répétés

L’intensité des artefacts de glissement lors de la PCR dépend de la nature du 

motif répété : les microsatellites les plus sujets aux artefacts sont dans l’ordre les 

mononucléotidiques > dinucléotidiques > trinucléotidiques et tétranucléotidiques 

(Edwards et al. 1991; Chakraborty et al. 1997; Schug et al. 1998). Les motifs tri- et 

tétranucléotidiques sont donc à privilégier pour les études sur ADNa afin de limiter 

les faux allèles potentiellement générés par les bandes de glissement (Ramos et al.

1995).

 La sélection des locus à motifs tri- et tétranucléotidiques est néanmoins à 

double tranchant, car le motif de base étant plus long, les allèles de ces locus 

couvrent généralement une gamme de taille plus grande (10 allèles consécutifs 

différant par l’ajout d’un motif répété couvrent 20 pb si le motif de base est 

dinucléotidique, 30 pb s’il est trinucléotidique et 40 pb s’il est tétranucléotidique). Le 

choix de locus tri- ou tétranucléotidique dont la gamme de taille d’allèles est réduite 

biaise donc a priori la sélection vers des locus moins polymorphes (Watts et al.

2007).

 Application à l’esturgeon européen

De nombreux locus microsatellites ont été identifiés à partir d’A. oxyrinchus 

(King 2001; Henderson-Arzapalo & King 2002), A. fluvescens (May et al. 1997; 

McQuown et al. 2002; Welsh et al. 2003; Welsh & May 2006), A. naccarii (Zane et al.

2002; Forlani et al. 2008), A. sinensis (Zhu et al. 2005) ou encore Scaphirhynchus 

platorynchus (McQuown et al. 2000). Nous avons puisé dans ce vivier existant pour 

sélectionner cinq locus parmi 27 testés, utilisables sur substrat ADN ancien pour 

étudier la diversité intraspécifique chez A. sturio (Figure III-27). 
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Seule la population girondine d’A.sturio subsiste actuellement, l’amplificabilité 

des locus n’a donc été testée que sur cette population résiduelle (non représentative 

de l’ensemble de l’espèce). Afin de prendre la mesure du polymorphisme des locus, 

nous les avons également testés sur trois populations d’A. oxyrinchus, considérant 

qu’un locus polymorphe à l’échelle de l’espèce A. oxyrinchus avait de fortes chances 

d’être polymorphe à l’échelle de l’espèce A.sturio du fait de leur proximité 

phylogénétique. Les échantillons actuels analysés sont les mêmes que ceux utilisés 

dans l’article n°1.

Parmi les 27 locus testés sur A. sturio, 12 s’amplifiaient mal ou pas du tout, 

trois étaient monomorphes (un seul allèle) et un ne présentait pas une hérédité 

mendélienne (Figure III-27). Ces 16 locus ont été éliminés. 

Sur les 11 locus restants, deux présentaient des allèles trop longs (>200 pb) et 

une gamme de taille d’allèles trop variables (>100 pb entre les allèles les plus courts 

et les plus longs) et un autre comportait un motif dinucléotidique. Ces trois locus ont 

aussi été écartés (Figure III-27). 

Enfin, parmi les huit locus potentiellement utilisables sur l’ADN ancien, nous 

en avons retenu cinq sur la base de leur utilisation préalable sur substrat ancien 

(Ludwig et al. 2008), sur leur capacité à également discriminer les espèces 

d’esturgeons d’Europe (voir l’article n°1) et sur la taille et le nombre des allèles 

identifiés.

Une fois les cinq locus choisis – LS19, LS54, LS68, Aox23 et AoxD161 – nous 

avons raccourci les fragments correspondant aux locus LS19, LS54, LS68 et 

AoxD161, afin de faciliter leur amplification sur les extraits d’ADNa. Les amorces 

LS19-Fshort (5’-CCACAGAAAACCCCATAGTC-3’), LS19-Rshort2 (5’-CCCTAATAC-

AATGGCAATTATATAG-3’), LS54-Fshort (5’-TCTKTCAAGGTATACTTTAG-3’),

LS54-Rshort (5’-GCAGACAAAATAGCATTCAG-3’), LS68-Fshort2 (5’-TATACAGCT-

CAGCAWAAGCA-3’) et AoxD161-Rshort (5’-CAGCTAATACACAGATAGTGT-3’) ont 

ainsi été dessinées, permettant de raccourcir les fragments de respectivement 36, 

68, 28, et 22 pb pour LS19, LS54, LS68 et AoxD161. Le fragment visant le locus 

Aox23 n’a pas été raccourci en raison de la proximité des amorces avec la zone 

répétée.
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Figure III-27 : Procédure de sélection de locus adaptés à l’ADNa pour l’analyse 
intraspécifique d’A. sturio.
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 Le séquençage de tous les allèles modernes identifiés pour A. sturio et 

A. oxyrinchus sur ces cinq locus a permis d’établir des outils diagnostiques au niveau 

spécifique (article n°1), mais aussi une référence moderne solide à laquelle les 

allèles amplifiés sur les échantillons anciens d’A. sturio pourront être comparés. 

 La maîtrise de l’analyse des locus sur des échantillons modernes est un 

préalable indispensable au passage sur des échantillons anciens, l’étude de ces 

derniers s’accompagnant souvent d’artefacts qu’il est important de pouvoir facilement 

identifier par comparaison avec la référence moderne. 

III-A-3-d Les microsatellites appliqués à l’ADN ancien : protocole d’amplification

 Simplex, multiplex ou multiplex en deux runs ?

 Plusieurs types de protocole peuvent être utilisés pour amplifier les locus 

microsatellites. Le plus simple dit « PCR simplex » consiste à amplifier séparément 

les différents locus (Figure III-28) ; ce protocole est assez lourd car il implique un 

nombre de tubes important ; de plus il est très consommateur de substrat (i.e.

d’extrait ADN), qui doit en effet être ajouté dans chaque tube réactionnel.

Afin de minimiser le temps d’expérimentation et d’économiser le substrat, il est 

très courant de multiplexer les réactions de PCR (Chamberlain et al. 1988; Edwards

et al. 1991; Kimpton et al. 1993), c’est-à-dire de coamplifier plusieurs locus dans la 

même réaction (Figure III-28) ; cette méthode conduit néanmoins à un taux 

d’amplification aspécifique plus important (le nombre de combinaison d’amorçage 

aspécifique augmentant avec le nombre d’amorces en solution) ainsi qu’à des biais 

d’amplification (l’efficacité d’amplification des différents locus étant variable, certains 

locus sont parfois mieux amplifié que d’autres) (Edwards & Gibbs 1994). Ces biais 

étant démultipliés sur ADNa, il est peu recommandé d’utiliser un protocole PCR 

multiplex sur substrat dégradé. 

Un compromis entre simplex et multiplex existe avec la PCR multiplex en deux 

runs. Ce protocole consiste à amplifier tous les locus en multiplex dans une première 

phase, puis à utiliser les produits issus de cette première phase pour amorcer une 

PCR simplex sur chacun des locus (Figure III-28). Cette méthode permet de 

s’affranchir des inconvénients du multiplex, puisque les artefacts et les variations 
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d’efficacité entre locus sont gommés lors de la seconde phase d’amplification 

simplex. La méthode permet de plus d’économiser le substrat, puisque la première 

étape est multiplexée. Son seul désavantage est d’être plus lourde en manipulations 

puisque deux phases sont nécessaires au lieu d’une. La PCR multiplex en deux runs 

a été mise au point pour une utilisation sur substrat ADN dégradé (Bellemain & 

Taberlet 2004; Piggott et al. 2004) et a été utilisée à maintes reprises sur de tels 

substrats par la suite (Hedmark & Ellegren 2006; Krause et al. 2006; Rompler et al.

2006; Krause et al. 2008; Lampa et al. 2008). 

Figure III-28 : Protocoles d’amplification simplex, multiplex et multiplex en deux runs.

 Comparaison expérimentale des trois approches 

 Afin de vérifier l’efficacité relative des différents protocoles, nous avons réalisé 

une série d’amplifications sur le locus microsatellites LS19 dans différentes 

conditions. Pour cela, nous avons commandé des oligonucléotides synthétiques 

correspondant aux deux allèles identifiés sur les A. sturio de Gironde 

(respectivement 5 et 13 motifs TTG ; nommés a86 et a110 par la suite en référence à 
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leur taille après amplification avec les amorces LS19-Fshort et LS19-Rshort); ces 

molécules ont été livrées à une concentration précise garantie par le fournisseur 

(Eurogentec®), nous avons donc pu réaliser différents mélanges désignés A à F 

(Tableau III-3). Pour confirmer la validité des concentrations indiquées par le 

fournisseur, nous avons réalisé des quantifications par qPCR des solutions a86 et 

a110 ; les résultats obtenus sont concordants avec les indications du fournisseur. 

Afin de pouvoir les distinguer des molécules naturelles d’esturgeons par séquençage 

et qPCR (comparaison des courbes de fusion), la séquence des oligonucléotides 

synthétiques a été modifiée au niveau de six bases de la région flanquantes 3’ par 

rapport à la séquence originale. 

Tableau III-3 : Composition des mélanges A à F utilisés pour les tests 
d’amplification du locus LS19. 

 Le choix de réaliser la comparaison des protocoles d’amplification à partir 

d’oligonucléotides synthétiques – et pas à partir d’extraits anciens d’esturgeons – est 

basé sur la possibilité de pouvoir contrôler tous les paramètres réactionnels. En 

particulier, la concentration relative des allèles court / long ainsi que l’inhibition sont 

variables d’un échantillon naturel à l’autre, ce qui ne facilite pas les comparaisons 

basées sur des extraits anciens. 

 Nous avons testé l’amplification des fragments a86 et a110 dans les différents 

mélanges A à F en utilisant un protocole simplex, un protocole multiplex et un 

protocole multiplex en deux runs. Les réactions se sont déroulées dans un volume 
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de 25 μL comprenant 1 μL de mélange d’allèles LS19 ; pour l’amplification simplex, 

les conditions sont les mêmes que celles utilisées dans l’article n°1 ; pour 

l’amplification multiplex en deux runs, les conditions sont explicitées dans la partie 

suivante sur l’ADNa ; pour l’amplification multiplex, les conditions sont les mêmes 

que celles de la première phase de la PCR multiplex en deux runs. Dans tous les 

cas, l’ADN polymérase Taq Gold (ABI) a été utilisé. Les fragments de 86 et 100 pb 

ont été obtenus en utilisant les amorces LS19Fshort et LS19Rshort, LS19-Fshort 

étant marquée avec un fluorochrome 6-FAM pour détection lors du génotypage. 

Dans le cas des protocoles multiplex et multiplex en deux runs, les quatre autre locus 

ont été coamplifiés avec LS19 en utilisant des amorces non fluorescentes pour ne 

pas interférer avec la détection du locus LS19. Des produits de PCR correspondant à 

chacun des quatre autres locus ont été purifiés, dosés au nanodrop puis dilués et 

mélangés afin d’obtenir une solution équimolaire à 10-14 mol.L-1 et une solution 

équimolaire à 10-17 mol.L-1 ; la solution la plus concentrée a été utilisée comme 

matrice pour la coamplification avec LS19 dans les mélanges A, C et E ; la solution la 

moins concentrée comme matrice de coamplification avec LS19 dans les mélanges 

B, D et F.

 Pour chaque condition de protocole et de mélange, 32 réplicats ont été 

effectués. Pour la moitié des réplicats, un aliquot d’extrait d’ADNa d’ours des 

cavernes a été ajouté (4% du volume réactionnel) afin de prendre en compte 

d’éventuels effets carrier (amplification favorisée par des molécules d’ADN 

aspécifiques) et d’inhibition. Les résultats des 16 tubes avec extrait d’ours n’étant pas 

différents des 16 tubes sans extrait d’ours (quelles que soient les conditions), nous 

avons regroupé les 32 tubes lors des analyses statistiques. 

 L’ensemble des produits de PCR a été déposé et séparé par électrophorèse 

sur gel d’agarose (Figure III-29). Afin de confirmer les observations réalisées à partir 

des gels, les produits ont également été génotypés sur un séquenceur ABI PRISM 

3130XL par électrophorèse en tube capillaire, permettant en particulier de déterminer 

précisément la taille des fragments amplifiés et l’importance des bandes de 

bégaiement artefactuelles. Le génotypage était indispensable pour le protocole 

multiplex puisque les produits correspondant aux différents locus se retrouvent 

mélangés à l’issu de la PCR. 
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Figure III-29 : Test des protocoles PCR simplex, multiplex et multiplex en deux 
runs sur différents mélanges contenant des proportions variables des allèles a86 
et a110 du locus LS19. Pour la PCR multiplex, seul un échantillon des 192 
amplifications  est présenté. Pour les PCR simplex et multiplex en deux runs, les 
contrôles sans ADN sont présentés sur un gel à part (en bas à droite). Les 
bandes du marqueur de taille à 100 et 200 pb sont indiquées (1 et 2). 

 Les résultats obtenus confirment la validité du modèle expérimental établi 

(Tableau III-4). En effet, pour les mélanges les moins concentrés en ADN (B, D et F), 

le succès d’amplification est moindre et l’allelic dropout très important comparé aux 

mélanges plus concentrés (A, C et E). De plus, les mélanges où les allèles a86 et 

a110 n’étaient pas présents en concentration équimolaire sont caractérisés par un 

déséquilibre du succès d’amplification en faveur de l’allèle le plus concentré (a86 en 

l’occurrence ; mélanges D et F).   

Les trois protocoles d’amplification sont tous aussi efficaces lorsque la 

concentration en molécules matrices est suffisante (mélanges A, C et E), et ce même 

si l’allèle le plus court est 50 fois plus concentré que l’allèle long (mélange E). Dans 

ces conditions, une coamplification des deux allèles est systématiquement observée.  
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Tableau III-4 : Comparaison des résultats obtenus à partir des trois protocoles 
d’amplification. Le pourcentage d’hétérozygotie correspond au pourcentage de 
coamplification des deux allèles. Le pourcentage d’homozygotie correspond au 
pourcentage d’amplification d’un seul des deux allèles. Le ratio a86/a110 
correspond au nombre de tubes où l’allèle a86 a été amplifié divisé par le nombre 
de tubes où l’allèle a110 a été amplifié.

Lorsque la concentration en molécules matrices est faible (mélanges B, D et 

F) – modélisant des conditions d’ADN dégradé – les trois protocoles ne sont plus 

aussi efficaces (Tableau III-4). Le taux de coamplification des deux allèles passe en 

dessous de 30 %, des échecs d’amplification sont observés et des artefacts 

apparaissent (produits avec un ou deux motifs répétés de moins que les allèles a86 

et a110 dans 13 cas sur 17 observés). De façon intéressante, le protocole multiplex 

en deux runs apparaît supérieur au protocole multiplex car les taux moyens 

d’amplification sont supérieurs de 30 à 40% pour les mélanges B et D (où la 

concentration de départ ne dépasse pas quelques molécules par μL) et l’allelic 

dropout est réduit de 7 à 16 % pour les mélanges B, D et F. De plus, aucun artefact 

d’amplification n’a été observé avec le protocole mutiplex. Les protocoles simplex et 

multiplex en deux runs sont très semblables au niveau des résultats obtenus, hormis 

les artefacts qui sont absents pour le second. L’absence d’artefacts pour le protocole 

multiplex en deux runs est probablement liée au renouvellement du milieu réactionnel 

permis par la double amplification.
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Par ailleurs, l’importance des produits de bégaiement de l’ADN polymérase 

par rapport aux allèles authentiques reste similaire entre les différents protocoles, de 

l’ordre de 1-2 % pour l’allèle a86 et de l’ordre de 13-17% pour l’allèle a110 (Tableau 

III-5). Ces valeurs sont cohérentes avec la taille des allèles (plus l’allèle est long, plus 

l’intensité du bégaiement est importante) ainsi qu’avec les données observées sur 

substrat ADN moderne (voir figure III-53, les allèles à 5 et 8 motifs). 

Tableau III-5 : Importance relative du premier pic de bégaiement artefactuel (ou 
de glissement) et du pic authentique. La mesure de l’aire du premier pic 
artefactuel et du pic authentique a été réalisée grâce au logiciel PeakScanner à 
partir des fluorogrammes obtenus à l’issue de l’électrophorèse capillaire. 

 Pour résumer, le protocole PCR multiplex en deux runs apporte les avantages 

du multiplex (économie de substrat) sans ses inconvénients (peu d’artefacts, pas de 

diminution de l’efficacité d’amplification ni d’intensification de l’allelic dropout). Les 

résultats que nous avons obtenus sur notre modèle contrôlé sont cohérents avec 

ceux obtenus empiriquement sur des extraits d’ADN de fèces de marsupiaux (Piggott

et al. 2004), d’ours (Bellemain & Taberlet 2004) ou de loutre (Lampa et al. 2008). 

 Protocole d’amplification sur les échantillons anciens d’esturgeon

Nous avons amplifié les cinq locus microsatellites sélectionnés en suivant un 

protocole de PCR multiplex en deux runs (Figure III-30). La première phase 

d’amplification – commune à tous les locus – a été réalisée dans un volume 

réactionnel de 25 μL contenant 2,5 U d’ADN polymérase Taq Gold (ABI), 1X de 

tampon associé, 250 μM de dNTPs, 1 mg/mL de BSA, 2 mM de MgCl2, 500 nM de 

chacune des 10 amorces (correspondant aux cinq locus) et 1 à 5 μL d’extrait d’ADN 

ancien. L’amplification se déroule sur 20 cycles, chaque cycle comprenant 30s de 

dénaturation à 95°C, 30s d’hybridation à 52°C et 30s d’amplification à 72°C. La 

deuxième phase d’amplification – spécifique de chaque locus – a elle aussi été 
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réalisé dans un volume réactionnel de 25 μL, mais en réduisant la BSA à 2 μg/mL, la 

Taq Gold à 1 U/tube, en ajoutant seulement le couple d’amorces spécifique du locus 

considéré et en utilisant comme matrice 2 μL d’une dilution au 1/5e du produit PCR 

de la première phase. L’amplification se déroule sur 40 cycles identiques à ceux de 

la première phase sauf en ce qui concerne la température d’hybridation qui est de 

52°C pour LS54 et Aox23, et de 57°C pour LS19, LS68 et AoxD161.

Une des amorces de chaque couple était marquée par un fluorochrome lors 

de la seconde phase d’amplification, afin de pouvoir détecter les produits PCR 

simultanément lors de l’électrophorèse capillaire. Les locus LS19, LS54, LS68, 

Aox23 et AoxD161 sont respectivement marqués par des fluorochromes 6-FAM, 

PET®, VIC®, NED® et PET® (ABI). Chaque fluorochrome fluoresce dans une 

longueur d’onde spécifique qui permet de distinguer les différents locus migrés 

ensemble ; les locus LS54 et AoxD161 sont marqués avec le même fluorochrome 

mais les tailles de leurs allèles n’étant pas chevauchantes, ces locus sont également 

facilement distinguables par électrophorèse capillaire. Les amorces utilisées lors de 

la première phase n’étaient pas marquées par souci d’économie. 

Les mélanges réactionnels des deux phases de la PCR ont été 

systématiquement préparés ensemble dans la plateforme Palgene. Après ajout de 

l’ADN ancien dans les tubes correspondant à la première phase, ceux-ci ont été 

sortis de la Plateforme Palgene et la première phase d’amplification a été lancée ; les 

tubes correspondant à la seconde phase ont été conservés à 4°C sur glace pendant 

la durée de la première phase d’amplification, dans une salle propre indépendante 

du laboratoire d’ADN moderne. A l’issue de la première phase, les produits de PCR 

obtenus ont été dilués au 1/5e dans cette même salle, et 2 μL de cette dilution a été 

utilisé pour amorcer la seconde phase d’amplification. A l’issu de la seconde phase 

d’amplification, la présence d’amplicons a été testée par migration sur gel à 1% 

d’agarose et 3% de Nusieve. 

Pour chaque échantillon, 4 à 20 PCR ont été tentées au cours d’au moins 

deux sessions indépendantes. Une session typique comprend trois échantillons 

différents – avec quatre ou cinq réplicats par échantillon – un blanc de PCR et 

d’aérosol, un blanc de contamination croisée et un blanc d’extraction (voir l’annexe 1 
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pour plus de détails concernant les contrôles). Les PCR multiplex en deux runs ont 

été effectuées dans des plaques 96 puits pour des raisons pratiques, afin de limiter 

les erreurs de manipulation. 

Figure III-30 : De l’amplification au génotypage d’un extrait d’ADN ancien. Les 
numéros indiquent les cinq locus microsatellites étudiés. 

III-A-3-e Les microsatellites appliqués à l’ADN ancien : génotypage

N.B. : à partir de ce point, les allèles sont nommés invariablement suivant la taille 

réelle des fragments (déterminée par séquençage) obtenus avec les amorces 

utilisées dans l’article n°1 (LS19F/R, LS54Fshort/Rshort, LS68F/R, Aox23Flong/R et 

AoxD161F-R), et ce pour faciliter les comparaisons entre références modernes et 

données anciennes. 
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 Lecture des génotypes 

 En fonction de l’intensité relative des bandes visualisées lors de la migration 

sur gel d’agarose, les produits de PCR sont systématiquement dilués puis 

remultiplexés, avant lecture des génotypes par électrophorèse en tube capillaire sur 

un séquenceur ABI PRISM 3130XL (Figure III-31). Le remultiplexage est permis par 

l’utilisation de fluorochromes différents sur chaque locus. Les différents contrôles de 

PCR ont eux aussi été analysés par électrophorèse en tube capillaire. 

 Afin de déterminer la taille exacte des produits de PCR, le standard de taille 

Genescan™ 600 LIZ® (ABI) a été lu simultanément avec chaque produit. Par 

ailleurs, l’homogénéité de l’ensemble des résultats obtenus sur les trois années de 

cette thèse est garantie par l’analyse systématique du produit de PCR CH1012.15 à 

chaque session de génotypage sur le séquenceur (Figure III-31).  

 Afin d’éviter les problèmes de saturation lors de l’électrophorèse capillaire, 

chaque produit de PCR a été testé à deux dilutions différentes (en général 1/10e et 

1/50e).

Figure III-31 : Exemple d’électrophorégramme obtenu à partir d’un esturgeon 
ancien sur une PCR multiplexée. L’individu en question est CH1012, et cette PCR 
(1012.15) a été utilisée comme calibre pour toutes les plaques passées sur le 
séquenceur. La taille des fragments est déterminée par comparaison avec le 
standard de taille LIZ 600 dont le fluorochrome est différent de ceux utilisés pour 
les locus microsatellites. 
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 Les artefacts de PCR étant relativement courant lors des PCR sur substrat 

ancien, nous avons choisi d’analyser toutes les données manuellement car les 

logiciels de génotypage automatique sont susceptibles de considérer les artefacts 

comme des allèles. Les électrophorégrammes bruts ont ainsi été analysés pour 

chaque réplicat, chaque individu et chaque locus.  

 Etablissement d’un génotype fiable 

Un indice de confiance (allant de A pour « sûr » à E pour « artefact 

probable ») a été attribué à chaque allèle sur la base d’une série de règles exposées 

ci-dessous, tenant compte des remarques discutées au III-A-3 et utilisées pour la 

validation du génotype à un locus donné pour un individu donné. Plusieurs exemples 

de détermination de génotypes et de leur fiabilité sont présentés à la figure III-32. 

1) Dans le cas où un seul allèle est identifié sur l’ensemble des réplicats. Cet allèle 

obtient un indice de fiabilité D si il est obtenu sur un seul réplicat, C s’il est obtenu sur 

deux réplicats, B s’il est obtenu sur trois réplicats et A s’il est obtenu sur quatre 

réplicats ou plus. Le génotype est considéré comme homozygote au-delà de 5 

amplifications sans identification d’un autre allèle (ce qui correspond à une 

probabilité de fausse assignation d’homozygotie de 3% si le ratio allèle identifié / 

allèle fantôme vaut 1, de 12% si le ratio vaut 2, de 32% si le ratio vaut 4, etc. voir 

figure III-26). Si ce quota n’est pas atteint, le génotype reste incomplet et le second 

allèle est considéré comme manquant (qu’il corresponde en réalité à l’allèle identifié 

ou à un autre allèle). 

2) Dans le cas où deux allèles sont amplifiés sur l’ensemble des réplicats. S’ils sont 

coamplifiés deux fois ou plus, leur indice de fiabilité vaut A et le génotype est 

considéré comme hétérozygote. S’ils sont coamplifiés une seule fois, leur indice vaut 

B s’ils sont par ailleurs amplifiés seuls une fois, et A si deux fois ou plus. Dans le cas 

où aucune coamplification ne se produit, la règle 1 s’applique sur chacun des allèles. 

3) Les règles 1 et 2 s’appliquent aux allèles dont la taille et le patron d’amplification 

(intensité et nombre des bandes de glissement...) correspondent au standard du 

locus considéré. Dans le cas de l’amplification d’un produit ne correspondant pas 

exactement à ce standard, le statut d’allèle est soumis à validation par clonage 
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séquençage. Si la séquence correspond au locus considéré, l’indice de fiabilité du 

produit vaut E s’il est obtenu sur un seul réplicat, D s’il est obtenu sur deux réplicats 

et ainsi de suite jusqu’à A sur cinq réplicats ou plus.

Figure III-32 : Exemple de génotypes déterminés à partir de huit réplicats sur un 
même locus et pour trois individus différents. Les règles citées dans le texte ont 
été appliquées. Les tirets représentent les allèles visualisés sur gel d’agarose. 

 Jeux de données validés

En appliquant les règles exposées ci-dessus, nous avons génotypé avec 

succès 79 esturgeons anciens, dont 69 A. sturio et 10 A. oxyrinchus ou hybrides 

A. sturio x A. oxyrinchus (voir l’annexe 4 pour les génotypes). 

Nous avons décidé pour la suite des analyses de travailler à partir de trois 

jeux de données différents, dont la stringence va croissante. Le premier jeu de 

données – dit « basique »  par la suite – inclut tous les allèles dont la fiabilité est 

supérieure ou égale à C. Le second jeu de données – dit « conservatif » – inclus tous 

les allèles dont la fiabilité est supérieure ou égale à B. Enfin, un troisième jeu de 

données – dit « très conservatif » – rassemble uniquement les allèles de fiabilité 

maximale A. Pour chaque jeu de données, les individus validés sur un seul locus ont 

été écartés. Les jeux de données « basique », « conservatif » et « très conservatif » 

comprennent ainsi respectivement 79, 72 et 69 individus pour un total de 688, 646 et 

627 allèles validés. Le nombre d’allèles dont la fiabilité vaut A, B et C est 

respectivement 627, 19 et 42 et le nombre de données manquantes est 

respectivement de 102, 74 et 63 (soit 13%, 10% et 9%) démontrant la qualité globale 

de notre jeu de données microsatellites. 
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III-A-3-f Les microsatellites appliqués à l’ADN ancien : séquençage

 Pourquoi séquencer ?

Le séquençage des allèles microsatellites anciens permet de valider leur 

authenticité, en contrôlant la correspondance de séquence entre l’allèle obtenu et le 

locus ciblé. Le séquençage a ainsi permis d’identifier quelques faux allèles, dont la 

séquence ne correspondait pas au locus cible (Figure III-33). Nous avons vu 

également que pour les amplicons dont la taille est hors de la gamme de taille 

connue pour le locus considéré, la validation du statut d’allèle authentique nécessite 

impérativement un séquençage. 

Figure III-33 : Identification d’un faux allèle sur le locus Aox23 grâce au 
séquençage. Au génotypage, l’amplicon de droite apparaît à une taille compatible 
avec les variations de longueur attendues (Aox23 est à motif trinucléotidiques),
mais aucune bande de glissement n’est visible suggérant une amplification 
aspécifique. Le séquençage apporte la confirmation définitive que l’amplicon de 
droite n’est pas un allèle mais une amplification aspécifique, la séquence ne 
correspondant pas du tout au locus ciblé. 

Le séquençage des allèles microsatellites ancien permet également de 

discriminer les allèles homoplasiques en taille, i.e. dont la taille est identique mais 

- 260 -



DIVERSITE INTRASPECIFIQUE CHEZ A. STURIO : MICROSATELLITES

dont la séquence ne l’est pas. Des mutations dans les régions flanquantes du motif 

répété, ou bien un motif répété complexe (plusieurs motifs différents) peuvent être à 

l’origine de cette homoplasie de taille. De tels allèles sont présents pour les locus 

Aox23 et AoxD161 (Figure III-34). 

Figure III-34 : Allèles homoplasiques identifiés par séquençage sur les locus Aox23 
(a) et AoxD161 (b). Le nom d’allèle correspond à la taille amplifiée suivi d’une lettre 
distinguant les variants. Pour Aox23, M = TAC et P = TAA. Pour AoxD161, 
M = CTAT, P = CTGT et B = GTAT. 

b- AoxD161

a- Aox23 

Malgré ces avantages, le séquençage des allèles microsatellites n’est que très 

rarement entrepris dans les études incluant des échantillons anciens, en particulier 

celles basées sur des échantillons de musée (Tableau III-2).   
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 Bilan séquençage

Suivant les locus, nous avons cloné et séquencé entre 40% et 99% des allèles 

identifiés sur les esturgeons anciens, représentant au total plusieurs centaines 

d’allèles (Tableau III-6). Le locus sur lequel nous nous sommes le plus focalisé (99% 

d’allèles séquencés) est Aox23, en raison du motif répété mixte (TAC)x(TAA)y qui 

engendre beaucoup d’homoplasie de taille (Figure III-34) ; de ce fait, la distinction de 

tous les allèles nécessitait leur séquençage systématique.  

Tableau III-6 : Pourcentage d’allèles séquencés pour les cinq locus 
microsatellites étudiés. Les trois jeux de données présentés correspondent à 
l’ensemble des allèles dont la fiabilité vaut A, A+B ou A+B+C (ces jeux sont 
identiques aux jeux très conservatif, conservatif et basique, au fait près que les 
individus validés sur un seul locus sont rajoutés, ce qui explique un nombre 
d’individus légèrement supérieur inclus ici). 
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III-A-3-g Résultats par locus

 Pour chaque locus, les résultats correspondant aux échantillons modernes (16 

esturgeons capturés dans le milieu naturel en Gironde en 1994 ; mêmes individus 

qu’à l’article n°1) et aux échantillons anciens (sans distinction de provenance et 

d’âge) obtenus sur A. sturio sont présentés dans un premier temps.

Dans un second temps, les résultats obtenus pour A. oxyrinchus sont 

comparés. Les résultats concernant A. oxyrinchus comprennent les échantillons 

modernes (54 esturgeons capturés dans trois fleuves nord-américains ; mêmes 

individus qu’à l’article n°1) et les échantillons anciens (tous originaires d’Europe ; les 

hybrides entre A. oxyrinchus et A. sturio sont inclus dans cette catégorie par 

commodité).

Pour les échantillons anciens analysés dans cette partie, seuls les allèles de 

fiabilité A, B et C ont été pris en compte (voir partie III-A-3-d pour la signification de 

cette fiabilité). A noter que les calculs d’hétérozygotie observée et des tests 

d’équilibre de Hardy-Weinberg (global, déficit en hétérozygotes ou excès 

d’hétérozygotes) ont été réalisés grâce au logiciel Genepop (Raymond & Rousset 

1995) en ne se basant que sur les génotypes pour lesquels les deux allèles sont 

fiables (élimination des génotypes avec données manquantes). 

 Locus LS19 : A. sturio

 Pour tous les échantillons anciens d’A.sturio (quelle que soit leur provenance), 

seul l’allèle 122 a été identifié, alors que les allèles 122 et 146 sont détectés sur les 

échantillons modernes de Gironde (Figure III-35). Ce monomorphisme des 

populations anciennes est surprenant. Deux types d’hypothèses peuvent être 

envisagées : (i) un biais expérimental, ou pourquoi l’allèle 146 (et d’autres peut-être) 

n’est pas détecté dans les échantillons anciens, alors qu’il est présent dans la 

population girondine actuelle ? (ii) une explication biologique, ou pourquoi l’allèle 146 

est présent dans la population girondine actuelle alors qu’il est absent des 

populations anciennes ? 
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a

Figure III-35 :

 Un biais expérimental tel que la présence d’allèles nuls ou une extinction 

allélique est peu probable pour plusieurs raisons. D’abord, nous avons utilisé deux 

couples d’amorces différents pour amplifier le locus LS19 (LS19-F/R et LS19-

Fshort/Rshort2), et nous avons obtenus uniquement l’allèle 122 quel que soit le 

couple utilisé, rejetant l’hypothèse d’allèles nuls. Ensuite, nous avons réussi à 

amplifier des allèles à l’état hétérozygote avec un écart de taille variant entre 15 pb  

(allèles 131-146) et 33 pb (allèles 131-164) sur des échantillons d’A. oxyrinchus

anciens (voir les génotypes de CH1009 ou CH1308 par exemple, annexe 4), rejetant 

les hypothèses d’allelic dropout ou d’extinction allélique (en effet, l’écart de taille 

entre allèles 122 et 146 d’A. sturio est de 24 pb et l’ADN des échantillons anciens 

d’A. sturio n’est pas plus dégradé que l’ADN des échantillons anciens d’A. 

oxyrinchus). Enfin, le nombre d’A. sturio anciens que nous avons analysé sur ce 

locus n’est pas négligeable (n=72), il ne peut donc pas s’agir d’un biais 

d’échantillonnage.

 Allèles 
identifiés sur le locus LS19 
chez A. sturio.
a- Alignement de séquence. 
Le motif répété (TTG) est 
noté M. Les séquences ont 
été tronquées en 5’ (/). 
b- Statistiques descriptives. 
Nombre d’individu porteur de 
chaque allèle (N), fréquence 
allélique (f), hétérozygotie
observée (Ho) et attendue 
(He) et nombre d’allèles et 
de génotypes identifiés pour 
les échantillons modernes et 
anciens.
c- Fréquence allélique en 
fonction de la taille des 
allèles pour les échantillons 
modernes (blanc) et ancien 
(gris).

c

b
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 Une hypothèse biologique envisageable fait intervenir l’hybridation entre 

A. sturio et A. oxyrinchus. Si l’hypothèse de départ est une fixation de l’allèle 122 

dans toutes les populations anciennes d’A. sturio (résultat d’une dérive génétique à 

ce locus), l’allèle 146 de la population girondine actuelle pourrait être un allèle 

A. oxyrinchus introgressé. Cette hypothèse est plausible car nous avons vu que les 

deux espèces s’hybridaient naturellement dans le bassin de la Seine, et 

qu’A. oxyrinchus était même présent plus au sud jusque dans la Loire (voir article 

n°2) ; l’absence de traces de cet hypothétique événement d’hybridation sur les autres 

locus microsatellites – en particulier LS68, Aox23 et AoxD161 – et sur l’ADNmt 

affaiblit cette éventualité mais ne l’exclut pas, car la proportion de gènes introgressés 

conservés est très variable suivant les situations d’hybridation et suivant les régions 

génomiques (Martinsen et al. 2001). Une étude comparative à l’échelle génomique 

entre les esturgeons A. sturio actuels de Gironde et les esturgeons A. oxyrinchus

permettrait de confirmer ou d’infirmer cette hypothèse.

 Le monomorphisme du locus LS19 sur les populations anciennes d’A. sturio

rend ce marqueur non informatif pour l’étude de la diversité intraspécifique. La 

fixation de l’allèle 122 est néanmoins une opportunité qui a été exploitée pour 

quantifier par qPCR ce locus microsatellite, chose impossible à réaliser autrement ; 

en effet, si plusieurs allèles avaient été identifiés, les différences de taille auraient 

conduit à leur dégradation différentielle au cours du temps et aurait biaisé la 

quantification. La quantification directe d’un des locus microsatellites analysés est 

importante dans le sens où elle permet de s’affranchir de l’utilisation d’un marqueur 

nucléaire indépendant dont la préservation n’aurait pas forcément été identique.

 Locus LS19 : comparaison avec A. oxyrinchus

Les séquences anciennes confirment l’observation effectuée initialement à 

partir des échantillons modernes (article n°1) : les allèles d’A. sturio et 

d’A. oxyrinchus sont indistinguables au niveau des séquences flanquantes 

(Figure III-36). 
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a

b Figure III-36 : Allèles identifiés 
sur le locus LS19 chez 
A. oxyrinchus.
a- Alignement des séquences 
et comparaison avec A. sturio,
M = TTG.   
b- Statistiques descriptives sur 
les groupes modernes et 
anciens.
c- Fréquence allélique en 
fonction de la taille des allèles 
pour les échantillons 
modernes (blanc) et ancien 
(gris).

c

Quatre allèles ont été identifiés dans les populations modernes 

d’A. oxyrinchus, répartis sur une gamme de taille assez large (Figure III-36). De 

grandes plages alléliques sont ainsi inoccupées (aucun allèle entre 134-143 pb ni 

entre 149-161 pb). Peu d’allèles ont également été détectés chez A. naccarii (voir 

article n°1). Peu d’allèles et de grandes plages alléliques inoccupées chez 

A. oxyrinchus et A. naccarii : le locus LS19 apparaît comme faiblement mutable, ce 

qui pourrait expliquer la fixation d’un allèle dans les populations anciennes 

d’A. sturio. La faible mutabilité du locus LS19 est également soutenue par la faible 

intensité des bandes de glissement lors de la PCR (voir figure III-53). 
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Quatre allèles ont également été identifiés chez les A. oxyrinchus et les 

hybrides A. oxyrinchus x A. sturio anciens. L’allèle 122 détecté chez un des individus 

correspond probablement à un allèle d’origine parentale A. sturio, puisque l’allèle 122 

n’est pas présent chez les A. oxyrinchus modernes. L’allèle 146 est majoritaire, 

observation compatible avec une éventuelle origine introgressive de cet allèle chez 

A. sturio.

 Locus LS54 : A. sturio

 Seuls deux allèles ont été identifiés sur les échantillons anciens d’A. sturio,

identiques à ceux détectés sur les échantillons modernes de Gironde (Figure III-37). 

Les fréquences alléliques sont similaires dans les deux cas. L’excès en 

hétérozygotes sur les échantillons modernes, et le déficit en hétérozygotes sur les 

échantillons anciens sont à la limite de la significativité  (p = 0,051 et p = 0,068 

respectivement).

a

c

Figure III-37 : Allèles identifiés sur le locus LS54 chez A. sturio.
a- Alignement des séquences. Les motifs GATA, GACA et GGCA sont 
respectivement notés M, P et B.
b- Statistiques descriptives sur les groupes modernes et anciens. 
c- Fréquence allélique en fonction de la taille des allèles pour les échantillons 
modernes (blanc) et ancien (gris). 

b
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 Locus LS54 : comparaison avec A. oxyrinchus

Les séquences anciennes confirment l’identité des séquences flanquantes de 

LS54 chez A. sturio et A. oxyrinchus (Figure III-38). L’utilisation des amorces 

LS54F/R (non montré), confirme ce résultat. 

c

b

a

Figure III-38 : Allèles identifiés 
sur le locus LS54 chez 
A. oxyrinchus.
a- Alignement des séquences et 
comparaison avec A. sturio.
M = GATA, P = GACA et 
B = GGCA
b- Statistiques descriptives sur 
les groupes modernes et 
anciens.
c- Fréquence allélique en 
fonction de la taille des allèles 
pour les échantillons modernes 
(blanc) et ancien (gris). 

Trois allèles ont été identifiés chez A. oxyrinchus, aussi bien sur les 

échantillons modernes que sur les échantillons anciens. Les allèles 119 et 123 sont 

partagés avec A. sturio, et l’allèle 99 est spécifique d’A. oxyrinchus. La faible 

diversité allélique du locus LS54 chez ces deux espèces est sans doute reliée à la 

mixité de la région répétée – où trois motifs différents sont présents – ce qui limite les 

bégaiements de l’ADN polymérase et donc les mutations. Lors des amplifications, 

l’intensité des artefacts de glissement est également faible (voir figure III-53). 
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 Locus LS68 : A. sturio

11 allèles ont été identifiés à partir des échantillons anciens (Figure III-39). 

Tous les variants de longueur possibles sont représentés entre 132 et 172 pb, avec 

un pic de fréquence à l’allèle 144 et une asymétrie en faveur des allèles longs. Le 

pouvoir discriminant de LS68 au niveau intraspécifique est très important, puisque 31 

des 56 génotypes obtenus à partir des échantillons d’A. sturio anciens sont différents 

(seuls sont considérés les génotypes où deux allèles sont validés). 

 Cette diversité passée contraste avec les deux allèles détectés sur la 

population actuelle de Gironde (144 et 168). 

 Locus LS68 : comparaison avec A. oxyrinchus

 10 allèles ont été identifiés sur les populations modernes d’A. oxyrinchus,

avec une gamme de taille – 136 à 172 pb – semblable à celle observée pour 

A. sturio. La distribution en fréquence est néanmoins décalée vers les allèles longs 

par rapport à A. sturio. Un allèle supplémentaire à 124 pb a été détecté sur un des 

échantillons anciens ; l’allèle 156a est le plus fréquent sur les individus anciens 

(Figure III-40). 

 Tous les allèles anciens obtenus confirment le critère diagnostique observé 

dans la région flanquante en 5’ de la zone répétée : les allèles d’A. sturio portent une 

guanine à ce site, alors que les allèles d’A. oxyrinchus portent une adénine. Une 

exception existe pour les allèles 156a et 156b d’A. oxyrinchus, le premier portant un 

G (comme les allèles d’A. sturio) le second portant lui un A (comme tous les autres 

allèles d’A. oxyrinchus). Lors de l’étude basée uniquement sur les populations 

modernes (article n°1), nous avions remarqué que cet allèle 156a ne posait pas 

problème puisque aucun allèle de cette taille n’était présent chez les 

A. sturio modernes ; or les échantillons anciens nous montrent l’existence passée 

d’un allèle de 156 pb chez A. sturio, identique à l’allèle 156a d’A. oxyrinchus. Une 

incertitude spécifique subsiste donc au sujet de l’allèle 156 portant un G à la position 

diagnostique. Ce facteur est limitant car l’allèle 156a est l’allèle le plus fréquent parmi 

les A. oxyrinchus européens.  Néanmoins, l’allèle 156 d’A. sturio n’est présent qu’à 

une faible fréquence (4%) et uniquement dans le bassin méditerranéen et en Mer 
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Adriatique (voir partie III-B-5). Le locus LS68 continue donc d’être un locus 

pleinement diagnostique  pour discriminer A. sturio et A. oxyrinchus sur la façade 

atlantique.

b

c

Figure III-39 : Allèles 
identifiés sur le locus LS68 
chez A. sturio.
a- Alignement de séquences. 
Les allèles nouvellement 
identifiés à partir des 
échantillons anciens sont 
soulignés. Les motifs GATA 
sont notés M.
b- Statistiques descriptives 
sur les groupes modernes et 
anciens.
c- Fréquence allélique en 
fonction de la taille des 
allèles pour les échantillons 
modernes (blanc) et ancien 
(gris).

a
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Figure III-40 : Allèles identifiés 
sur le locus LS68 chez 
A. oxyrinchus.
a- Alignement des séquences 
et comparaison avec A. sturio.
M = GATA, H = GACA. Les 
allèles nouvellement identifiés 
à partir des échantillons 
anciens sont soulignés. 
b- Statistiques descriptives sur 
les groupes modernes et 
anciens.
c- Fréquence allélique en 
fonction de la taille des allèles 
pour les échantillons anciens 
(gris) et modernes (blanc). La 
portion correspondant à l’allèle 
156a est hachurée. 

a

b

c
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 Locus Aox23 : A. sturio

 10 tailles d’allèles différentes ont été identifiées sur les échantillons anciens 

d’A. sturio, correspondant à 22 allèles différents (Figure III-41a,b,c). En effet comme 

mentionné précédemment, ce locus est caractérisé par une hétéroplasmie de 

longueur très importante du fait de la présence d’une portion de motifs TAC et d’une 

portion de motifs TAA dans la zone répétée. Le séquençage de tous les allèles est 

donc nécessaire afin d’analyser correctement le locus Aox23, mais le jeu en vaut la 

chandelle puisqu’il se trouve finalement être encore plus informatif que LS68, avec 

41 génotypes différents sur 54 génotypes validés (Figure III-41b). 

Les 22 allèles identifiés sur les échantillons anciens contrastent avec les deux 

allèles identifiés en Gironde actuellement (148 et 154). L’allèle 154 est même 

presque fixé dans cette population relictuelle. Cette faible diversité résulte 

probablement de l’histoire des populations atlantiques et de la réduction de la 

population girondine. 

 Locus Aox23 : comparaison avec A. oxyrinchus

 La distribution allélique chez A. oxyrinchus est plus hétérogène que chez 

A. sturio (Figure III-41d,e,f), avec des positions alléliques inoccupées (139, 142, 154, 

160). Par ailleurs, la région flanquante en 5’ de la zone répétée présente des indels 

d’une à deux paires de base sur certains allèles (ces allèles sont notés avec une 

étoile sur le graphe des fréquences alléliques), rendant le séquençage des allèles 

nécessaires à l’établissement des génotypes. L’intégralité des allèles modernes 

n’ayant pas été séquencés (12 individus séquencés sur 56, voir article n°1), nous 

avons indiqué les fréquences alléliques correspondant à des groupes d’allèles de 

tailles voisines non distingués lors du génotypage au séquenceur. 
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d

f

e
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Figure III-41 : Allèles identifiés sur le locus Aox23 chez A. sturio (a,b et c) et chez 
A. oxyrinchus (d, e et f) 
a et d- Alignement de séquences. Les allèles nouvellement identifiés à partir des 
échantillons anciens sont soulignés. M = TAC et P = TAA. 
b et e- Statistiques descriptives sur les échantillons modernes et anciens. A noter 
pour les A. oxyrinchus moderne la non distinction des allèles de taille identique ou 
très proche (une pb), car tous les individus n’ont pas été séquencés et il était 
donc impossible de calculer les fréquences alléliques réelles ; le groupe ancien 
d’A. oxyrinchus inclut des hybrides. 
c et f - Fréquence allélique en fonction de la taille des allèles pour les échantillons 
modernes (blanc) et ancien (gris). Les allèles hétéroplasmiques ne sont pas 
distingués.

 Locus AoxD161 : A. sturio

 11 allèles ont été identifiés sur les échantillons anciens, avec une distribution 

normale des fréquences alléliques entre 149 et 185 pb (Figure III-42). Encore une 

fois, le pouvoir de discrimination intraspécifique de ce locus est important puisque 24 

génotypes différents ont été observés sur les 54 génotypes validés. La seule 

hétéroplasmie de longueur identifiée correspond aux allèles 165a et 165b. 

 Locus AoxD161 : comparaison avec A. oxyrinchus

 La validité du locus pour la discrimination spécifique est confirmée, tous les 

allèles d’A. sturio possédant une portion invariante (sauf pour l’allèle 165b) incluant 

deux motifs dégénérés (CTGT et GTAT au lieu de CTAT) dans la région 3’ de la 

zone répétée (Figure III-43). Cette portion est absente des allèles d’A. oxyrinchus.

La discrimination purement basée sur la longueur des allèles (voir article n°1) 

n’est plus possible à cause de la découverte d’un allèle à 149 pb chez A. sturio, dont 

la taille est identique à celle du plus long allèle d’A. oxyrinchus ; ces deux allèles sont 

néanmoins toujours différenciables en séquence. 
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a

b

c

Figure III-42 : Allèles identifiés sur 
le locus AoxD161 chez A. sturio.
a- Alignement de séquences. Les 
allèles nouvellement identifiés à 
partir des échantillons anciens sont 
soulignés. Code des motifs : 
M = CTAT, P = CTGT, B = GTAT.
b- Statistiques descriptives sur les 
groupes modernes et anciens. 
c- Fréquence allélique en fonction 
de la taille des allèles pour les 
échantillons modernes (blanc) et 
ancien (gris). 
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Figure III-43 : Allèles identifiés 
sur le locus AoxD161 chez 
A. oxyrinchus.
a- Alignement des séquences et 
comparaison avec A. sturio.
M = CTAT, P = CTGT, B = GTAT.
Les allèles nouvellement identifiés 
à partir des échantillons anciens 
sont soulignés. 
b- Statistiques descriptives sur les 
groupes modernes et anciens ; le 
groupe ancien inclut des hybrides.
c- Fréquence allélique en fonction 
de la taille des allèles pour les 
échantillons anciens (gris) et 
modernes (blanc). 
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 Résultats par locus : bilan

La population résiduelle de Gironde étant la seule source de matériel frais 

utilisable lors de la phase de sélection des locus, il était difficile de présager de 

l’importance du polymorphisme des locus à l’échelle de l’espèce A. sturio. Au final, 

trois des cinq locus sélectionnés se révèlent extrêmement polymorphes sur les 

échantillons anciens d’A. sturio, assurant une discrimination intraspécifique efficace : 

il s’agit de LS68, Aox23 et AoxD161. La distribution des fréquences alléliques pour 

ces locus suit grossièrement une loi normale, signe de l’existence d’un équilibre entre 

mutations augmentant et mutations réduisant la taille des allèles existant (Lehmann

et al. 1996; Xu et al. 2000). Les locus LS19 et LS54 se révèlent beaucoup moins 

polymorphes, le locus LS19 étant même monomorphe sur tous les échantillons 

anciens analysés. Ces deux locus sont toutefois utiles pour la discrimination 

interspécifique (voir article n°1). 

Lors de la sélection des locus, un compromis entre fiabilité des résultats et 

polymorphisme doit être trouvé : rien ne sert d’amplifier des locus fiables s’ils ne sont 

pas informatifs, et inversement rien de sert d’amplifier des locus très informatifs s’ils 

ne sont pas fiables. Nous avons choisi de nous focaliser sur la fiabilité, parfois au 

détriment du polymorphisme. 

Pour obtenir une puissance statistique satisfaisante et fournir des informations 

pertinentes au niveau des populations, les locus microsatellites utilisés doivent être 

suffisamment informatifs. La majorité des simulations informatiques réalisées 

aboutissent à un nombre de locus minimum supérieur ou égal à 30 (Takezaki & Nei 

1996; Pollock et al. 1998) ; en pratique, le nombre moyen de locus utilisé dans les 

analyses de génétique des populations actuelles tourne plutôt entre cinq et sept 

(Koskinen et al. 2004). Le critère le plus important n’est pas tant le nombre de locus 

que le nombre d’allèles par locus. Par exemple, Kalinowski (2002) a montré par des 

simulations que l’informativité de 16 locus possédant chacun deux allèles est 

équivalente à celle de deux locus possédant 16 allèles.

Pour des raisons de coût en temps et en argent, il nous était impossible 

d’analyser plus de cinq locus. Le faible polymorphisme de deux d’entre eux affaiblit la 

puissance statistique de notre jeu de données, mais celle-ci devrait néanmoins être 

suffisante car les trois autres locus sont extrêmement polymorphes avec 11 allèles 

pour LS68 et AoxD161 et 22 allèles pour Aox23 (soit 44 allèles en tout). 
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III-A-3-h Sur la qualité des données microsatellites obtenues

N.B. : les données présentées dans cette partie correspondent à tous les A. sturio

anciens, A. oxyrinchus anciens et hybrides A. sturio x A. oxyrinchus anciens testés 

sur les cinq locus microsatellites. 

 Succès et répétitions des PCR (Tableau III-7)

Un total d’environ 5 000 réactions de PCR ont été réalisées sur microsatellites 

sur l’ensemble des échantillons, avec un succès d’amplification global d’environ 50% 

pour les échantillons archéologiques et de 75% pour les échantillons de musée (pour 

une moyenne d’environ 60% au total). Les succès d’amplification sont similaires pour 

tous les locus hormis LS19, dont les fragments légèrement plus courts ont été plus 

facilement amplifiés (70% de succès). Malgré la richesse de leurs motifs en purines 

(les bases qui sont le plus dégradées par hydrolyse), LS54 et LS68 n’ont pas été 

particulièrement pénalisés au niveau du succès d’amplification. 

Les résultats généraux cachent d’importantes disparités à l’intérieur de 

chaque catégorie comme le montrent les écart-types très importants. Ainsi pour les 

échantillons archéologiques, le succès est proche de 90% à Montmajour alors qu’il 

est de 40% au Jardin d’Hiver ; l’âge des restes est sans doute le facteur 

prépondérant, le site de Montmajour étant plus récent que celui du Jardin d’Hiver 

(1100-200 BP contre 2600-2000 BP) ; des conditions de préservation variables 

pourraient également expliquer cette différence. Pour les échantillons de musée, le 

succès est toujours inférieur sur le Rhône par rapport aux autres régions ; la taille 

des prélèvements est sans doute impliquée, les échantillons du Rhône ayant fait 

l’objet d’un microprélèvement (1-10 mg) comparé aux autres échantillons (10-

200 mg). 

Le nombre moyen de PCR positives par individu est similaire pour tous les 

locus, aux environs de sept. Tous les produits de PCR obtenus ont été contrôlés par 

migration sur gel et génotypés. Ce nombre de réplicats important contribue à la 

fiabilité de nos résultats et correspond aux recommandations de Taberlet et al.

(1996) pour obtenir des résultats fiables à 99% lorsque les allèles sont en 
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concentration équimolaire. Nous avons vu qu’un nombre bien plus important de 

réplicats est nécessaire pour valider de façon fiable les génotypes lorsque les allèles 

ne sont pas présents en concentration équimolaire (voir partie III-A-3-b), mais le 

rapport coût/bénéfice est bien trop élevé pour qu’une telle entreprise soit réalisée. 

Tableau III-7 : Succès d’amplification PCR et nombre moyen de produits par 
individu pour les cinq locus microsatellites testés. Le détail est donné pour les 
restes archéologiques (dont les sites du Jardin d’Hiver et Montmajour) et les 
spécimens de musée (dont l’Italie, l’Atlantique et le Rhône). 
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 Quantification de l’ADN nucléaire par qPCR

 Les méthodes de quantification utilisées sur l’ADNmt (voir partie III-A-2-d) ont 

été appliquées au locus microsatellite nucléaire LS19. Nous avons vu que ce locus 

est monomorphe pour les populations anciennes d’A. sturio, l’allèle 122 étant le seul 

à être identifié. Le locus LS19 est un parfait candidat pour la quantification de l’ADN 

nucléaire pour deux raisons : (i) quantification directe d’un des locus microsatellite 

étudié et (ii) pas de variants de longueur pouvant biaiser la quantification. Nous 

avons quantifié l’ADN nucléaire grâce aux deux couples d’amorces mises au point 

pour LS19 : le couple LS19-F/LS19-R amplifie l’allèle 122 en un fragment de 122 pb, 

alors que le couple LS19-Fshort/LS19-Rshort2 amplifie l’allèle 122 en un fragment de 

86 pb. La taille des fragments nucléaire court et long (86 et 122 pb) est comparable à 

la taille des fragments mitochondriaux court et long (86 et 121 pb), ce qui permet des 

comparaisons directes. 

 L’ADN nucléaire étant présent en un moins grand nombre de copies que 

l’ADN mitochondrial, le nombre d’échantillons anciens validés en qPCR est plus 

faible pour l’ADNnuc que pour l’ADNmt – i.e. de nombreux extraits d’ADN ancien ont 

une concentration en ADNnuc nulle alors que leur concentration en ADNmt est non 

nulle. Sur les 112 extraits anciens testés en qPCR, 109 ont pu être quantifié sur le 

fragment d’ADNmt de 86 pb contre 68 pour le fragment d’ADNnuc de même taille, et 

101 ont été quantifié sur le fragment d’ADNmt de 121 pb contre seulement 44 sur le 

fragment nucléaire de même taille. N’ont été inclus que les estimations soutenues 

par deux réplicats ou plus. 

 Par ailleurs, le nombre d’échantillons validés en qPCR sur ADNnuc est 

inférieur au nombre d’échantillons dont les génotypes microsatellites ont été validés 

indépendamment par le protocole de PCR multiplex en deux runs (44 échantillons 

validés en qPCR sur le fragment de 122 pb, contre 79 validés par la PCR multiplex 

en deux runs). L’explication tient principalement à l’efficacité moindre du système 

PCR simplex basé sur la Taq Platinum Invitrogen® utilisé pour la qPCR, comparé à 

la PCR multiplex en deux runs utilisant la Taq Gold (ABI®) utilisé pour le 

génotypage.
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 Les quantités d’ADN nucléaire et d’ADN mitochondrial estimées par qPCR 

sont corrélées, avec un ratio généralement compris entre 100 et 1000, aussi bien 

pour les fragments longs (Figure III-44) que pour les fragments courts (Figure III-45). 

D’importantes variations sont néanmoins observées, deux extraits ayant la même 

concentration en ADNmt pouvant avoir des concentrations en ADNnuc variant d’un 

facteur 100 ; de telles variations – également observées chez le mammouth 

(Schwarz et al. 2009) – traduisent la conservation différentielle des deux types d’ADN 

dans chaque échantillon. Les échantillons modernes sont logiquement les plus 

concentrés, suivis des échantillons de muséum puis enfin des échantillons 

archéologiques. Les quantifications effectuées pour les échantillons modernes sur 

les fragments longs et les fragments courts sont semblables – environ 106 molécules 

d’ADNmt et 104 molécules d’ADNnuc par microlitre dans les deux cas – signe d’un 

ADN parfaitement préservé. Pour les échantillons anciens, une réduction des 

quantités amplifiables estimées est observée entre fragments courts (plus nombreux) 

et fragments longs (moins nombreux), matérialisant la dégradation de l’ADN. 

Figure III-44 : Ratio entre les fragments longs (121-122 pb) d’ADN 
mitochondrial et d’ADN nucléaire pour 10 échantillons modernes, 50
échantillons de musée (dont 22 sans ADN nucléaire détectable) et 50
échantillons archéologiques (dont 34 sans ADN nucléaire détectable). Les 
droites correspondant aux ratios 1 : 100 et 1 : 1000 sont indiquées. Les échelles 
sont logarithmiques. Les points sur l’axe des abscisses correspondent à des 
échantillons dépourvus d’ADNnuc.
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Figure III-45 : Ratio entre les fragments courts (86 pb) d’ADN mitochondrial et
d’ADN nucléaire pour 10 échantillons modernes (bleu), 53 échantillons de musée 
(dont 10 sans ADN nucléaire détectable) et 54 échantillons archéologiques (dont 
29 sans ADN nucléaire détectable). Les droites correspondant aux ratios 1 : 100 
et 1 : 1000 sont indiquées. Les échelles sont logarithmiques. Les points sur l’axe 
des abscisses correspondent à des échantillons dépourvus d’ADNnuc. 

 Aucun résultat nucléaire n’a été obtenu pour les extraits dont la concentration 

en ADNmt est inférieure à 200 molécules par μL. La réciproque n’est pas vraie 

puisque de nombreux extraits dont la concentration en ADNmt est supérieure à 200 

molécules par μL n’ont pas donné de résultats nucléaires non plus (Figures III-44, III-

45 et III-46). Le seuil de 200 molécules par μL d’ADNmt est donc nécessaire mais 

pas suffisant pour espérer obtenir des résultats au niveau nucléaire. L’analyse de la 

quantité d’ADNmt en fonction du nombre de locus microsatellites validés montre 

comme attendu que les extraits pour lesquels les cinq locus ont été validés sont les 

plus concentrés en ADN, viennent ensuite les extraits validés sur un à quatre locus et 

enfin ceux pour lesquels aucun locus n’a pu être génotypé. 

La détermination d’un seuil d’ADNmt pourrait servir d’outil afin de sélectionner 

les échantillons les mieux conservés avant de réaliser une étude nucléaire. Dans 

l’idéal, il est néanmoins préférable de quantifier directement l’ADN nucléaire, les 

variations du ratio mitochondrial / nucléaire pouvant être très importantes. 
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Figure III-46 : Quantité d’ADNmt 
dans les extraits anciens en 
fonction des résultats obtenus lors 
du génotypage des microsatellites. 
Sont distingués les extraits ayant 
été validés sur 5 locus, 1 à 4 ou 
aucun. L’échelle est logarithmique. 
La quantification concerne le 
fragment de 86 pb. 

 Allelic dropout (Tableau III-8)

Nous l’avons vu, l’allelic dropout rend difficile la détection des génotypes 

hétérozygotes dès lors que la quantité d’ADN dans les échantillons étudiés est faible.

Nous avons calculé l’allelic dropout à partir de notre jeu de données 

microsatellites, en nous basant sur les réplicats de PCR effectués sur les génotypes 

validés comme hétérozygotes ; nous nous sommes basés pour cela sur la formule de 

Broquet & Petit (2004). L’allelic dropout détecté est important (Tableau III-8), puisqu’il 

atteint en moyenne 40% (i.e. dans 40% des PCR positives réalisées sur un génotype 

hétérozygote donné, l’un des allèles n’a pas été amplifié). Une grande variation est 

néanmoins observée, les échantillons de muséum étant caractérisés par un taux 

d’allelic dropout moyen d’environ 20 à 30%, alors que le celui-ci grimpe entre 60 et 

80% pour les échantillons archéologiques (le taux de 100% pour LS19 a été obtenu 

à partir d’un seul génotype hétérozygote et n’a donc pas de valeur statistique). Le 

taux d’allelic dropout observé pour les échantillons de muséum est en ligne avec les 

taux reportés dans les études basées sur les mêmes types d’échantillon (voir tableau 

III-2). L’estimation réalisée à partir des échantillons archéologiques est à notre 

connaissance la mieux documentée pour ce type de substrat, les études antérieures 

n’ayant traité qu’un nombre limité d’échantillons (voir tableau III-1). 
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Tableau III-8 : Détection des hétérozygotes et allelic dropout sur les cinq locus 
microsatellites testés. Le détail est donné pour les restes archéologiques (dont les 
sites du Jardin d’Hiver et Montmajour) et les spécimens de musée (dont l’Italie, 
l’Atlantique et le Rhône). 
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Ces valeurs élevées d’allelic dropout suggèrent la possibilité que 

l’hétérozygotie observée soit sous-estimée par rapport à ce qu’elle est en réalité, en 

particulier pour les restes archéologiques. Le déficit en hétérozygotes observé à tous 

les locus (Figures III-37 à III-43) semble aller dans ce sens, même si ces calculs ont 

été effectué en cumulant plusieurs populations (ce qui peut biaiser vers un déficit en 

hétérozygotes si elles sont différenciées) et si les déficits ne sont significatifs que 

pour LS68 et Aox23 (p = 0,037 et p = 0,007 respectivement).

A contrario, les pourcentages d’hétérozygotes détectés sur les locus Aox23 et 

AoxD161 sont identiques pour les échantillons archéologiques et les échantillons de  

muséum, alors que le taux d’allelic dropout est beaucoup plus élevé pour les 

échantillons archéologiques (58% contre 21% pour Aox23 et 71% contre 35% pour 

AoxD161). Malgré l’importance de l’allelic dropout, le nombre élevé de répétitions 

(Tableau III-7) nous a donc sans doute permis de détecter une grande partie des 

hétérozygotes. L’application de la formule de Gagneux et al. (1997) le confirme. 

Cette formule (P = K x (K/2)n-1 où K est la proportion moyenne observée d’allelic 

dropout et n est le nombre de réplicats) estime la probabilité P d’assigner à tort un 

génotype comme homozygote. Avec une moyenne de sept réplicats positifs par 

échantillon (Tableau III-7) et un allelic dropout de 30% à 70% (Tableau III-8), P est 

au maximum de 8%, ce qui est un seuil relativement acceptable. 

L’allelic dropout sur les locus microsatellites est corrélé à la quantité d’ADN 

(aussi bien nucléaire que mitochondrial ; Figure III-47) : plus il y a d’ADN, moins il y a 

d’allelic dropout. Cette observation était attendue puisque l’allelic dropout se produit 

par définition lorsque peu de molécules matrice sont présentes (Taberlet et al. 1996 ; 

Wandeler et al. 2003). 

Le facteur quantité d’ADN est prépondérant par rapport aux autres paramètres 

sensés jouer sur l’allelic dropout. Par exemple, la différence de taille entre les allèles 

présents sur les locus hétérozygotes n’influe pas de manière évidente (Figure III-48), 

alors qu’une augmentation de l’allelic dropout était attendue avec l’augmentation des 

différences de taille. Peu de génotypes hétérozygotes ont néanmoins été identifiés 

au-delà d’une différence de 15 pb entre les allèles (Figure III-48). De plus, au vu des 

fréquences alléliques mesurées, le pourcentage observé de génotypes 

hétérozygotes pour lesquels la différence de taille entre allèles est supérieure à 

15 pb est légèrement plus faible qu’attendu (Tableau III-9). Ces observations 
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suggèrent que certains des allèles les plus longs n’ont peut-être pas pu être détecté, 

conduisant à surestimer l’homozygotie. La non détection des allèles les plus longs 

serait ici plutôt le fruit d’une extinction allélique (disparition par fragmentation) que 

d’un allelic dropout (tirage aléatoire), aussi ce problème est-il difficilement 

corrigeable.

Figure III-47 : Allelic dropout moyen sur les microsatellites en fonction de la 
quantité d’ADN nucléaire (en bleu) et mitochondrial (en rouge) estimée par qPCR 
sur les fragments courts (86 pb). Echelle logarithmique en abscisse. 

Figure III-48 : Intensité de l’allelic dropout en fonction de l’écart de taille entre les 
deux allèles identifiés pour les génotypes hétérozygotes. Les données des cinq 
locus sont considérées. 
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Tableau III-9 : Pourcentage 
attendu et observé de 
génotypes hétérozygotes 
pour lesquels l’écart de taille 
des allèles est supérieur à 
15 pb. Locus LS19 et LS54 
non inclus (écart de taille 
faible entre les allèles).

Afin de vérifier la dégradation différentielle des allèles en fonction de leur taille, 

nous avons calculé pour chaque génotype hétérozygote la part de l’allelic dropout 

propre aux deux allèles identifiés. Prenons par exemple l’individu 1 de la figure III-32 

pour lequel deux allèles X et Y sont coamplifiés deux fois, l’allèle X est amplifié une 

fois seul et l’allèle Y est amplifié trois fois seul ; l’allelic dropout global vaudra 

(1+3)/(6) = 67% et l’allelic dropout propre à chaque allèle sera respectivement (6-2-

1)/(6)= 50% pour X et (6-2-3)/(6) = 17% pour Y.

L’allelic dropout n’est que très faiblement corrélé à la taille des allèles,  que ce 

soit pour les échantillons archéologiques (Figure III-49) ou de musée (Figure III-50). 

La gamme de taille restreinte des locus sélectionnés – resserrée sur moins de 50 pb 

pour chacun d’entre eux – explique sans doute ce faible signal, comme dans l’étude 

de Flagstad et al. (2003) ; d’autres études basées sur des locus avec des gammes 

de taille d’allèles de l’ordre de 100 pb obtiennent un signal beaucoup plus fort (voir 

par exemple Sefc et al. 2003). 

Néanmoins, l’allelic dropout propre à l’allèle long est en moyenne 

significativement plus élevé que l’allelic dropout propre à l’allèle court au niveau des 

génotypes hétérozygotes (Figure III-51), traduisant la dégradation différentielle des 

allèles en fonction de leur longueur (plus un allèle est long plus il est dégradé 

comparé à un allèle court). Ce phénomène, aussi observé par Sefc et al. (2003), était 

attendu sur des ADN dégradés. 
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Figure III-49 : Taux d’allelic dropout propre à chaque allèle en fonction de sa 
longueur, pour les échantillons archéologiques. Ont été inclus tous les allèles 
identifiés aux locus hétérozygotes (n = 158). La couleur des cercles code le 
locus et leur surface code le nombre d’occurrences. 

Figure III-50 : Taux d’allelic dropout propre à chaque allèle en fonction de sa 
longueur, pour les échantillons de muséum. Ont été inclus tous les allèles 
identifiés aux locus hétérozygotes (n = 180). La couleur des cercles code le 
locus et leur surface code le nombre d’occurrences. 
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Figure III-51 : Comparaison de la contribution à l’allelic dropout des deux 
allèles composant chaque génotype hétérozygote. La part propre à l’allèle 
court est soustraite à la part propre à l’allèle long, donnant une statistique 
positive si l’allèle long est plus souvent absent que l’allèle court, et 
inversement. La barre en gras correspond à la médiane. Une comparaison 
de moyennes par paires (test de Student pairé) a été réalisée grâce au 
logiciel R, dont la p-value est indiquée en dessous de chaque locus. 

 Glissement de l’ADN polymérase

 Nous avons vu que les glissements de l’ADN polymérase lors de la PCR 

engendrent des sous-produits (le plus souvent avec un motif de moins que les allèles 

authentiques). Leur présence constitue un critère d’authenticité des résultats car ils 

sont typiques des locus microsatellites (Pompanon et al. 2005) ; plus intéressant 

encore, chaque locus présente un patron de glissement différent, qui permet 

d’évaluer si tel amplicon est bien un allèle de tel locus ou non. 

La proportion des sous-produits issus du glissement – relativement aux allèles 

authentiques – est dépendante du type et du nombre de motifs répétés ainsi que du 

nombre de cycles de PCR effectués (Lai & Sun 2003 ; Shinde et al. 2003). Afin de ne 

pas interférer avec la détermination des génotypes, cette proportion de glissement ne 

doit pas être trop élevée car un artefact de glissement trop important pourrait être 

assigné à tort comme un allèle (Pompanon et al. 2005). 
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Afin d’expliciter les critères que nous avons utilisé lors de la détermination des 

génotypes, et afin de démontrer que les glissements ne constituent pas un biais au 

génotypage dans notre étude, nous avons entrepris de documenter l’importance des 

glissements pour chaque locus. Nous avons analysé un sous-ensemble représentatif 

des allèles identifiés à partir des échantillons actuels et anciens, en mesurant pour 

chaque allèle (i) la hauteur ha du pic allélique et (ii) la hauteur hg du premier pic de 

glissement (Figure III-52). Le rapport hg / ha constitue la proportion de glissement.  

La hauteur des pics de fluorescence est un bon estimateur de la quantité 

d’ADN, et peut donc être utilisé comme un outil fiable. L’utilisation de l’aire des pics 

au lieu de leur hauteur conduit à des résultats similaires (données non présentées ; 

voir aussi Leclair et al. 2004). Les mesures d’intensité de fluorescence ont été 

réalisées grâce au logiciel Peakscanner (ABI®). 

Figure III-52 : Mesure de la proportion de glissement à partir d’un fluorogramme.
L’exemple est pris à partir d’un échantillon ancien d’hybride A. sturio x 
A. oxyrinchus sur le locus LS19. 
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Aox23

AoxD161

Figure III-53 : Intensité des glissements en fonction du nombre de motifs répétés 
actifs sur les cinq locus microsatellites analysés, pour les échantillons modernes 
(en bleu) et anciens (en rouge). Le pourcentage de glissement est calculé suivant 
la procédure explicitée à la figure III-52. Le nombre de motifs répétés actifs 
correspond au nombre de motifs successifs sur lesquels des glissements peuvent 
avoir lieu (la présence d’un motif muté au milieu d’une zone répétée rompt la 
succession et limite les glissements) ; pour le locus Aox23, les zones répétées 
TAC et TAA ont  été considérées ensemble pour simplifier. Le nombre d’individus 
et de mesures utilisés pour construire ces figures sont : 47 mesures sur 32 
individus modernes + 117 mesures sur 50 individus anciens pour LS19, 21/18 + 
82/30 pour LS54, 72/44 + 169/46 pour LS68, 44/29 + 113/35 pour Aox23 et enfin 
44/34 + 97/44 pour AoxD161. 
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 La proportion de glissement observée varie entre 0 et 30% suivant les locus, 

le nombre de motifs répétés et les échantillons (Figure III-53). Dans tous les cas, le 

taux de glissement ne constitue pas une entrave à la fiabilité du génotypage, puisque 

les allèles authentiques sont facilement distingués des glissements ; dans la situation 

ou deux allèles séparés par une seul motif sont présents chez un hétérozygote, 

l’allèle le plus court est validé si la hauteur du pic correspondant est très supérieure à 

la hauteur attendu du pic de glissement de l’allèle le plus long. La sélection de locus 

à motifs tri- ou tétranucléotidique explique la faible intensité des glissements. 

L’intensité des glissements augmente linéairement avec le nombre de motifs 

répétés actifs, les appariements décalés étant d’autant plus fréquents quand le 

nombre de motifs est élevé (Shinde et al. 2003). La relation de linéarité est moins 

évidente pour le locus Aox23, sans doute car la zone répétée est mixte (avec une 

zone à motifs TAC et une zone à motif TAA). Le cas du locus LS54 est un peu 

particulier car seulement trois allèles sont identifiés, avec un nombre de motifs 

répétés limité à quatre au maximum : les glissements sont donc très limités sur ce 

locus. L’augmentation des glissements est plus importante pour les échantillons 

anciens, avec un taux qui augmente en moyenne de 1,5 à 2% par motif ajouté, 

contre 0,8 à 1,3% pour les échantillons modernes (hors locus LS54). 

Les glissements sont par ailleurs systématiquement plus importants pour les 

échantillons anciens par rapport aux échantillons modernes. Deux raisons expliquent 

cette observation : (i) le taux d’erreur de l’ADN polymérase augmente avec le nombre 

de cycles de PCR, or ce nombre est presque deux fois plus grand pour les 

échantillons anciens (60 cycles) que pour les échantillons modernes (35 cycles), 

(ii) le nombre de molécules de départ est plus faible pour les échantillons anciens, un 

seul évènement de glissement a donc plus d’effet sur la proportion 

glissement / allèle.

 Artefact de séquençage

 Nous l’avons vu, le séquençage permet d’établir une correspondance entre 

allèle génotypé et séquence réelle. Il permet également de valider l’authentification 

des allèles microsatellites obtenus. Lors du séquençage, plusieurs types d’artefacts 

ont été décelés, dans des proportions mineures n’affectant pas la qualité des 

résultats (Tableau III-9). 
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Tableau III-9: Produits de PCR séquencés et artefacts observés pour les cinq 
locus microsatellites analysés. Le détail est donné pour les restes archéologiques 
(dont les sites du Jardin d’Hiver et Montmajour) et les spécimens de musée (dont 
l’Italie, l’Atlantique et le Rhône). 

Parmi les clones séquencés, des séquences correspondant aux glissements 

de l’ADN polymérase ont été obtenues, dans des proportions voisines de celles 
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observées lors du génotypage – entre 1 et 13 % en moyenne (Tableau III-9). Le 

séquençage de 5 à 10 clones par produit de PCR est nécessaire pour identifier ces 

séquences de glissement. Là encore, c’est grâce à la sélection de locus à faible 

glissement que le séquençage fiable des allèles a été possible. En effet, si les 

glissements deviennent trop important il est impossible de séquencer les allèles de 

façon reproductible (Liepelt et al. 2001). 

Par ailleurs, des séquences artefactuelles différentes ont été observées à des 

fréquences très faibles. Ces séquences sont le fruit d’amplifications aspécifiques 

(autre locus que celui ciblé) ou de jumping PCR. La jumping PCR – phénomène bien 

connu dans le domaine de la paléogénétique (Paabo et al. 1990 ; Gilbert et al. 2003) 

– est l’amplification de plusieurs matrices différentes produisant une molécule 

chimérique.

 Désamination des cytosines

 Le taux de désamination des cytosines sur les cinq locus microsatellites a été 

calculé en suivant la même procédure que pour l’ADNmt (voir la figure III-13, partie 

III-A-2-d). Les résultats obtenus sont en accord avec les résultats mitochondriaux 

(Figure III-54, à comparer à la figure III-14) : (i) les désaminations de cytosines sont 

plus fréquentes que l’ensemble des autres mutations artefactuelles, (ii) le taux de 

désamination est plus important pour les échantillons archéologiques que pour les 

échantillons de muséum, (iii) les résultats sont similaires pour les cinq locus 

microsatellites.

 La désamination des cytosines apparaît néanmoins plus variable d’un 

échantillon à l’autre au niveau nucléaire, avec certains extraits comprenant jusqu’à 

10% de leur cytosines désaminées. L’ADN nucléaire étant présent en un faible 

nombre de copies, la probabilité que la PCR soit amorcée à partir d’une seule 

molécule augmente, et si par hasard cette molécule est très désaminée elle conduit à 

biaiser l’estimation vers les valeurs hautes. 

 Ces valeurs de désaminations des cytosines constituent un autre argument en 

faveur de l’authenticité des résultats que nous avons obtenu.
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Figure III-54 : Taux de désaminations des cytosines sur les cinq locus 
microsatellites nucléaires. Le nombre d’allèles inclus (n), le type d’échantillon (Arc. : 
échantillons archéologiques et Mu. : échantillons de muséum) et le type de 
mutation analysé (D : désaminations des cytosines CG/TA, ND : tous les autres 
types de mutation). 

 Bilan

 L’ensemble des analyses effectuées soutient l’authenticité de nos résultats. La 

quantité et la qualité de l’ADN amplifiable est bien sûr le facteur conditionnant la 

fiabilité des génotypes obtenus, et nous avons eu la chance d’étudier des 

échantillons relativement bien préservés. Les glissements de l’ADN polymérase et 

autres artéfacts d’amplification ont été reconnus et ne posent pas de problèmes 

quant à la qualité du jeu de données. L’allelic dropout est relativement important, 

mais nous avons maximisé la réplication des expérimentations afin de nous en 

affranchir. Une partie des données biologiques nous est probablement restée 

inaccessible dans le sens où certains allèles longs n’étaient probablement plus 
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présents dans les extraits d’ADN, totalement dégradé au cours du temps : cette 

extinction allélique irrémédiable a été limitée dans notre cas par le choix de locus à 

gamme de taille d’allèles restreinte. 

III-A-3-i Implications pour les analyses futures

 Un gros potentiel...

 Nous avons réussi à constituer un jeu de données microsatellites conséquent 

et fiable à partir d’échantillons de musée mais aussi et surtout à partir d’échantillons 

archéologiques. Ces derniers ne sont pas très anciens (5 ka BP au maximum) mais 

notre étude ouvre une brèche en démontrant la faisabilité d’analyses auparavant 

considérées comme impossibles. 

L’ensemble des analyses réalisées ici pourra servir de base à de futures 

études désireuses d’utiliser les microsatellites  pour étudier la diversité génétique de 

populations disparues. 

L’importance de la sélection des locus microsatellites adaptés à l’ADN ancien 

a été soulignée. Cette phase est indispensable afin d’assurer la fiabilité des données, 

mais elle n’a pas été suffisamment mise en avant dans les études précédentes.

 Les outils nécessaires à la validation des résultats ont également été 

présentés, incluant (i) la quantification par qPCR, (ii) le séquençage des allèles, (iii) 

le suivi de l’importance des glissements, (iv) le suivi des désaminations de cytosine 

et autres mutations artéfactuelles. Ces outils n’ont pas été systématiquement utilisés 

dans la littérature. 

 ... mais difficile à exploiter

Les microsatellites constituent un outil de choix, meilleur marqueur d'une 

évolution populationnelle que les séquences mitochondriales, mais la validation d’un 

jeu de données conséquent à partir d’échantillons anciens est conditionnée par de 

nombreux paramètres dont (i) la préservation de l’ADN des échantillons – sur 

laquelle il est impossible d’agir mais qu’il est impératif d’estimer avant d’entreprendre 

une étude à grande échelle, (ii) l’efficacité d’extraction de l’ADN – qu’il est possible 

d’optimiser suivant le matériel source (Schmerer et al. 1999), (iii) l’espèce étudiée – 

qui n’est le plus souvent pas une espèce modèle et pour laquelle de nouveaux outils 
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moléculaires seront peut-être à développer, (iv) le temps et l’argent – le nombre de 

contrôles, de réplication et d’analyses nécessaire étant très lourd. 

Transition : 

Les résultats que nous avons accumulés au niveau mitochondrial et nucléaire étant 

fiables – nous venons de le montrer dans les pages précédentes – ils peuvent être 

utilisés pour des analyses de génétique des populations sur l’esturgeon européen 

A. sturio. Ces analyses serviront de base à une discussion sur l’histoire évolutive de 

ce poisson menacé. 
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III-B DIVERSITE DANS L’ESPACE : PHYLOGEOGRAPHIE DE L’ESPECE SUR SON 

AIRE DE REPARTITION HISTORIQUE

III-B-1 QU’EST-CE QUE LA PHYLOGEOGRAPHIE ? 

III-B-1-a Une discipline dérivée de la biogéographie

 La biogéographie vise à analyser la distribution spatiale et l’abondance des 

organismes, de l’échelle des individus à celle des écosystèmes (Brown & Lomolino 

1998). A ses débuts la discipline était purement descriptive, focalisée sur la 

description des aires de répartition (où ?) et sur l’identification des patrons de 

distribution (comment ?). Avec l’intérêt croissant pour les phénomènes évolutifs, un 

aspect interprétatif s’est développé, en particulier après le papier fondateur de 

MacArthur & Wilson (1967) sur la biogéographie insulaire. La recherche de l’origine 

des patrons biogéographiques devint le centre des préoccupations (pourquoi ? 

pourquoi pas ?), les scientifiques se basant au départ principalement sur des 

données géologiques, géographiques, climatiques et écologiques pour construire 

leurs raisonnements. 

 La découverte des variations génétiques interindividuelles a fournit un nouvel 

outil très puissant à la biogéographie. En effet, les variants génétiques présentent 

souvent une distribution géographique particulière, en relation avec les 

caractéristiques biologiques et l’histoire démographique des organismes qui les 

portent. L’analyse des patrons biogéographiques à la lumière des généalogies 

génétique constitue la phylogéographie (Avise et al. 1987). 

III-B-1-b Origine des patrons phylogéographiques

 La répartition géographique de la diversité génétique peut être influencée par 

de nombreux paramètres, à l’origine de patrons souvent complexes. Les paramètres 

peuvent être rangés en deux grandes classes :  
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1) Les paramètres environnementaux, indépendants des organismes vivants.

Il peut s’agir de barrières naturelles limitant les contacts entre différentes aires 

géographiques favorables : barrières physiques comme la chaîne alpine (Taberlet et 

al. 1998) ou le détroit de Gibraltar (Bargelloni et al. 2005),  barrières physico-

chimiques comme la salinité (Lowe et al. 2007). L’isolement lié à ces barrières 

conduit à la divergence des populations, et avec le temps à la spéciation allopatrique 

(Grant et al. 2000).

Il peut également s’agir de facteurs climatiques comme les glaciations ou les 

réchauffements, qui modifient l’aire de répartition des organismes et peuvent 

conduire à un isolement temporaire (le temps d’une glaciation par exemple) ; les 

exemples sont nombreux concernant les effets des glaciations quaternaires sur la 

diversité génétique des espèces (Bernatchez & Wilson 1998 ; Hewitt 2000). 

2) Les paramètres biologiques, liés aux organismes vivants. 

Les caractéristiques biologiques et démographiques d’un organisme – ses 

traits d’histoire de vie, sa propension à migrer etc. – modulent la structuration de ses 

populations. Un taux de migration élevé ou des tailles efficaces importantes auront 

ainsi par exemple tendance à prévenir la différenciation des populations (Preziosi & 

Fairbairn 1992). 

La répartition des variants génétiques peut également être conditionnées par 

les interactions avec les autres organismes, telles que la compétition ou la prédation 

(Lees & Creed 1975 ; Garvey et al. 1994). 

III-B-2 L’UNITE PHYLOGEOGRAPHIQUE DE BASE : LA POPULATION

III-B-2-a Qu’est ce qu’une population d’esturgeons européen ?

 Rappel : définition

 Une population d’esturgeon européen peut se définir comme un groupe 

d’individus nés et se reproduisant entre eux dans le même bassin fluvial. 
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 Sur l’importance de l’anadromie et du homing

L’anadromie de l’esturgeon européen justifie le choix du bassin fluvial comme 

unité biogéographique définissant les populations : la reproduction se déroule en 

effet dans des zones spécifiques et toujours au niveau du lit des fleuves (la 

distribution en mer des individus d’une population donnée peut être très vaste et peut 

se superposer à celle d’autre populations voisines ; la notion de population en terme 

d’aire marine n’a donc aucune valeur). De plus, le comportement de homing – qui 

conduit les esturgeons à revenir dans leur bassin natal pour se reproduire – maintient 

un certain isolement reproducteur entre les populations installées dans des bassins 

adjacents. Le degré de fidélité des esturgeons à leur bassin natal défini le niveau de 

différenciation entre populations ; chez l’esturgeon européen les données de 

capture-recapture sur le bassin girondin indiquent une fidélité relativement importante 

(Williot et al. 1997). 

 Sur la fonctionnalité d’une population

 Une population ne peut être considérée comme valide que s’il y a 

reproduction : la population est alors fonctionnelle. Dans le cas où la reproduction est 

stoppée (à cause de la chute des effectifs par exemple), la population n’est plus 

fonctionnelle mais relictuelle ou résiduelle. Comme la durée de vie maximale des 

esturgeons est de plusieurs dizaines d’années, une population résiduelle peut 

subsister pendant relativement longtemps après la perte de fonctionnalité. 

 Dans le cas où des esturgeons sont présents dans un bassin fluvial mais ne 

s’y reproduisent pas et ne s’y sont jamais reproduit le terme population est impropre. 

Ces individus sont reliés à l'aire d’alimentation mais pas à l'aire de ponte. 

 Deux critères peuvent être retenus pour définir pratiquement une population 

fonctionnelle : 

1) le nombre d’individus ; si plusieurs centaines ou milliers de poissons sont 

régulièrement observés et pêchés dans un fleuve, il est probable qu’ils appartiennent 

à une population fonctionnelle.

2) la présence de jeunes de l’année, migrant depuis leur lieu de ponte en amont du 

fleuve vers l’estuaire en aval ; ce critère est le seul irréfutable, puisqu’il indique la 

reproduction effective des poissons dans ce fleuve. 
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III-B-2-b A la recherche des populations fonctionnelles historiques d’A. sturio

 Approche basée sur la bibliographie

 Nous avons vu dans l’introduction que les données historiques permettent 

d’estimer l’aire de répartition passée de l’esturgeon européen (voir la figure I-10).  

 Cette approche est limitée pour plusieurs raisons : 

1) son application est restreinte à l’ère industrielle, les données antérieures à 1800 

étant rares et peu fiables (confusion d’espèces, imprécisions). Or les deux derniers 

siècles sont caractérisés par la chute des effectifs d’esturgeons, et ne constituent 

donc pas une période d’équilibre des populations ; difficile dans ce cas de 

différencier par exemple une population résiduelle d’un groupe d’individus 

vagabonds. Il n’est par ailleurs pas exclu que certaines populations d’esturgeons 

aient disparu avant 1800, la pêche à l’esturgeon existant au moins depuis l’Antiquité. 

2) pour la majorité des bassins, les données se focalisent sur la description de rares 

captures d’individus adultes. Il est difficile dans ces conditions de conclure à 

l’existence d’une population et à sa fonctionnalité (ou de l’exclure). 

3) la nature spécifique des esturgeons décrits n’est souvent pas précisée (ou elle est 

attribuée par défaut). Nous l’avons vu précédemment, cette confusion peut conduire 

à des erreurs : la présence de populations fonctionnelles d’esturgeons est bien 

documentée en mer Baltique au cours des deux derniers siècles, mais il ne s’agissait  

a posteriori pas de populations d’A. sturio.

 Approche basée sur les restes biologiques

Les spécimens conservés dans les collections d’histoire naturelle du monde 

entier – naturalisés ou préservés dans l’alcool – apportent des informations 

supplémentaires sur les populations d’esturgeons de l’ère industrielle, à condition 

que le lieu de capture soit indiqué et qu’il soit fiable. Comme indiqué dans 

l’article n°2, l’information apportée dépend du lieu de capture, qui peut être (i) en mer 

(population d’origine : incertaine), (ii) en estuaire (population d’origine : probablement 

le fleuve lié à l’estuaire, mais pas forcément) ou (iii) en fleuve (population d’origine : 

ce fleuve de façon quasi certaine). 

- 303 -



DIVERSITE INTRASPECIFIQUE CHEZ A. STURIO : PHYLOGEOGRAPHIE

Les individus conservés dans les muséums sont généralement des adultes ou 

des subadultes, l’objectif de ces institutions étant de présenter au public les 

spécimens les plus imposants. Dans quelques cas, des juvéniles sont aussi 

présents, qui permettent de valider la fonctionnalité de la population dont ils 

proviennent. Le nombre d’individus dans les collections varie par ailleurs de façon 

importante entre les bassins fluviaux, laissant d’importantes zones géographiques 

dans l’ombre (la Méditerranée orientale en particulier). 

Les restes archéozoologiques permettent de remonter bien plus loin dans le 

passé, à des époques où la surpêche n’était pas encore généralisée. 

Malheureusement, ils sont dans l’ensemble assez rares, de nature fragmentaire, et 

quand ils sont présents ils ne concernent souvent que quelques individus (Desse-

Berset 2009a ; Ludwig et al. 2009c). La valeur des informations qu’ils apportent – 

bien que partielle – est néanmoins d’une valeur inestimable. Sur quelques sites 

archéologiques exceptionnels – rassemblant des centaines voire des milliers 

d’ossements dont certains utilisables pour estimer l’âge des individus – ils permettent 

même d’obtenir des informations à l’échelle populationnelle (voir par exemple Desse-

Berset 1994 pour le Rhône). 

 Approche basée sur la génétique

 Lorsque les populations sont reproductivement isolées, leurs caractéristiques 

génétiques tendent à se différencier, que ce soit par les effets de la dérive ou de la 

sélection. L’utilisation de marqueurs moléculaires tels que l’ADNmt ou les 

microsatellites permet de détecter cette divergence, et donc potentiellement 

d’identifier les populations.

Les populations d’esturgeons anadromes étant relativement isolées 

géographiquement les unes des autres (les embouchures des fleuves assez grands 

pour entretenir une population viable sont souvent éloignées) et le comportement de 

homing limitant les échanges interpopulationnels, elles sont généralement 

suffisamment différenciées au niveau génétique pour être identifiables : c’est le cas 

par exemple pour l’esturgeon à museau court A. brevirostrum (Grunwald et al. 2002 ; 

Wirgin et al. 2005) et l’esturgeon atlantique A. oxyrinchus (Waldman et al. 1996 ; 
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Wirgin et al. 2000 ; Grunwald et al. 2007). L’analyse génétique d’échantillons anciens 

que nous avons réalisé va nous permettre d’aborder cette question chez A. sturio.

Les populations étant caractérisées au niveau génétique, de nombreuses 

méthodes d’assignation permettent d’inférer la population d’origine probable d’un 

individu X à partir de son génotype (Pritchard et al. 2000 ; Piry et al. 2004). Ces 

méthodes s’avèrent particulièrement utiles dans le cas d’individus d’origine 

indéterminée ou peu fiable, nous le verrons avec quelques uns de nos échantillons 

de musée. 

III-B-3 ETUDE PHYLOGEOGRAPHIQUE D’A. STURIO : MODUS OPERANDI

III-B-3-a Sur la fragmentation des données : échelle spatiale

 Le niveau d’interprétation des patrons phylogéographiques intraspécifiques 

(individu, population, groupe de populations) dépend bien sûr de l’objectif poursuivi, 

mais aussi de la résolution phylogénétique des outils utilisés et de l’échantillonnage. 

Le matériel biologique ancien est rare – sauf exceptions – et une partie est 

inutilisable car l’ADN est trop dégradé : pour ne nombreuses populations historiques, 

le nombre d’échantillons informatifs est donc faible, limitant du même coup les 

analyses statistiques à l’échelle populationnelle.

Dans la mesure du possible, nous présenterons les résultats par population, 

mais pour faciliter la discussion, nous avons défini sept régions couvrant l’ensemble 

de l’aire de répartition historique de l’espèce, séparées par des barrières naturelles 

limitant a priori les échanges inter régions (voir figure III-62). Ces sept régions 

correspondent à 1) La Mer Baltique, limitée par le détroit d’Oresund entre la Suède et 

le Danemark, 2) La façade atlantique européenne de la Mer du Nord au Pays 

Basque, limitée par le Gouf de Capbreton (fosse sous-marine d’environ 2 km de 

profondeur séparant les marges continentales française et ibérique), 3) la façade 

Atlantique ibérique, incluant les côtes espagnoles et portugaises jusqu’au détroit de 

Gibraltar, 4) La Méditerranée occidentale incluant le bassin tyrrhénien et séparée de 

la Méditerranée orientale par les détroits de Messine et de Sicile 5) la Mer Adriatique, 
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limitée au sud par le canal d’Otrante, 6) La Méditerranée Orientale, incluant le bassin 

Levantin et les mers Ionienne et Egée jusqu’aux détroits des Dardanelles et du 

Bosphore, 7) La Mer Noire. 

III-B-3-b Sur la fragmentation des données : échelle temporelle

 Les échantillons inclus dans cette étude phylogéographique sont inégalement 

répartis dans l’espace, mais aussi dans le temps. Ils peuvent être partagés en trois 

catégories, du plus récent au plus ancien : (i) les échantillons modernes, (ii) les 

spécimens de muséum (19e et 20e siècles) et (iii) les restes archéologiques (800-

5000 ans BP, avec un seul individu plus récent datant du 18e siècle). 

L’ère industrielle étant caractérisée par le déclin massif des populations 

d’esturgeons en Europe, nous avons décidé d’analyser séparément les échantillons 

pré- et post- 18e siècle. Les échantillons modernes correspondant à la population 

relictuelle de Gironde, nous avons également décidé de les analyser séparément.  

Les caractéristiques d’une population doivent être définies dans un cadre 

spatial (un bassin fluvial), mais aussi dans un cadre temporel donné. En effet, nous 

en avons discuté dans la partie I-C-1-c, les populations peuvent évoluer rapidement 

au cours du temps. Le temps de génération important des esturgeons (environ 15 

ans) limite les changements temporels brusques, nous partirons donc de l’hypothèse 

qu’une population d’esturgeons est homogène à l’échelle d’une centaine d’années. 

Sur la base de cette hypothèse de travail, les échantillons modernes et les 

échantillons de muséum peuvent chacun être étudiés comme un groupe homogène 

(la période couverte étant de 200 ans maximum). La situation est plus complexe pour 

les échantillons archéologiques, qui sont échelonnés sur plus de 4 000 ans ; la 

fragmentation des échantillons en groupes couvrant chacun une période équivalente 

à un ou deux siècles serait peu pertinente dans le cadre de cette étude 

phylogéographique, puisque nous ne disposerions d’aucun chevauchement temporel 

entre les différentes zones géographiques. En toute connaissance des biais 

associés, nous avons donc décidé d’analyser tous les restes archéologiques 

ensemble, tout en mentionnant à chaque fois que nécessaire l’âge des échantillons. 
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Sans cette approximation volontaire, aucune étude phylogéographique n'est 

possible.

III-B-4 PHYLOGEOGRAPHIE MITOCHONDRIALE

III-B-4-a Données disponibles

 Nous avons vu à la partie III-A-1 que la région de contrôle est le marqueur 

mitochondrial le plus approprié pour étudier la diversité intraspécifique d’A. sturio. La 

majorité des données informatives disponibles – dans la bibliographie, mais aussi 

dans cette thèse – concernant le fragment Dlo-5’, nous nous focaliserons sur cette 

portion. Nous discuterons également de l’apport de l’analyse de la région de contrôle 

entière réalisée dans cette thèse. 

 Données bibliographiques

Le nombre de séquences mitochondriales publiées sur l’esturgeon européen 

n’est pas négligeable, mais beaucoup d’entre elles ont été obtenues dans le but 

d’établir la phylogénie des Acipensériformes (Birstein & DeSalle 1998 ; Birstein et al.

2002 ; Krieger et al. 2008) ou de discriminer les espèces (Almodovar et al. 2000 ; 

Pages et al. 2009 ; Koutrakis et al. unpublished), et ne concernent pas des régions 

variables du génome mitochondrial (voir partie III-A-1). 

Des séquences du fragment Dlo-5’ ont été obtenues sur de nombreux 

individus modernes du stock captif maintenu au Cemagref de Bordeaux (Ludwig & 

Jenneckens 2000 ; Ludwig et al. 2000a ; Ludwig et al. 2002b) ; les données 

présentées dans ces études sont redondantes puisqu’elles concernent les mêmes 

individus, nous nous focaliserons donc sur la dernière étude qui mentionne 67 

individus (Ludwig et al. 2002b) ; parmi ces 67 individus, rien n’est précisé quant à la 

proportion d’individus issus du milieu naturel (capturés au début des années 1990) et 

d’individus provenant de la reproduction semi-artificielle de 1995 (qui sont tous frères 

et sœurs et donc peu pertinents). 

D’autres séquences du fragment Dlo-5’ ont été obtenues à partir d’échantillons 

anciens. Lors des études s’intéressant à la présence d’A. oxyrinchus en mer 
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Baltique, 12 séquences d’A. sturio ont été publiées à partir d’autant de spécimens de 

muséum capturés en Mer du Nord (Ludwig et al. 2002b), et sept séquences 

d’A. sturio ont été identifiées à partir d’autant de restes archéologiques d’un site de la 

Mer Baltique – sans précision sur le nombre d’individus différents auxquels ces 

ossements correspondent  (Ludwig et al. 2008). Pour comparaison avec les 

échantillons du nord de l’Europe, Ludwig et al. (2002b) ont également analysé un 

spécimen de musée capturé dans le Tibre et un spécimen de musée capturé en Mer 

Adriatique. Enfin, lors d’une étude sur l’éventuelle présence d’autres espèces 

qu’A. sturio dans la péninsule ibérique, cinq séquences ont été obtenues à partir 

d’autant de restes archéologiques (Ludwig et al. 2009c). 

Les échantillons d’A. sturio ayant fourni des séquences du fragment Dlo-5’ 

sont indiquées par un cercle bleu sur la figure III-55. Se reporter à cette figure 

également pour l’âge des différents échantillons mentionnés dans le paragraphe 

précédent.

 Données issues de cette thèse : fragment Dlo-5’

Les publications utilisant la région Dlo-5’ s’intéressaient principalement à 

l’hétéroplasmie chez les esturgeons (Ludwig & Jenneckens 2000 ; Ludwig et al.

2000a) ou encore à la discrimination des espèces (Ludwig et al. 2002b ; Ludwig et al.

2008 ; Ludwig et al. 2009c), mais très peu (voire pas du tout) à la phylogéographie 

d’A. sturio. La couverture géographique des échantillons utilisés dans ces études est 

d’ailleurs très restreinte. 

L’intérêt majeur de nos échantillons est d’étendre les zones géographiques 

couvertes à l’ensemble de l’aire de répartition historique de l’espèce, avec en 

particulier la façade atlantique française, la Méditerranée occidentale, la Mer 

Adriatique et la Mer Noire. Les échantillons pour lesquels nous avons pu obtenir la 

séquence du fragment Dlo-5’ sont indiqués par un cercle rouge sur la figure III-55. 
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a- Echantillons 
archéologiques

c- Echantillons 
actuelsb- Echantillons 

de musée 

Figure III-55 : Répartition géographique des échantillons archéologiques (a) de 
musée (b) et actuels (c) validés sur le fragment Dlo-5’ de l’ADNmt. La couleur 
bordant les cercles indique si les séquences sont issues de la bibliographie (bleu) ou 
de cette thèse (rouge). Le site archéologique (a) ou le lieu de capture (b) ainsi que 
l’âge et le nombre d’échantillons sont indiqués. (*) L’origine de trois individus 
capturés en Gironde et de deux autres capturés au large de Nice est incertaine. 
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 Il s’agit de 59 restes archéologiques, 57 spécimens de musée et 10 individus 

actuels du stock du Cemagref. Ces 10 échantillons modernes correspondent à des 

individus capturés dans le milieu naturel en Gironde au début des années 1990 ; il 

s’agit probablement d’individus déjà étudiés par Ludwig et al. (2002b), sans certitude 

cependant puisque les codes correspondants n’ont pas été publié. A noter 

également que nous avons réanalysé  l’échantillon du Tibre étudié par Ludwig et al.

(2002b), qui n’a été compté qu’une fois sur la figure III-55 (il fait partie des trois 

esturgeons du Tibre que nous avons analysé). Les échantillons de musée d’A sturio

obtenus au cours de cette thèse sont inclus dans le jeu de données « article n°4 » de 

l’annexe 3. 

 Données issues de cette thèse : région de contrôle entière

 Parmi les 126 échantillons que nous avons validés sur le fragment Dlo-5’ (116 

anciens et 10 modernes), 44 ont été étudié plus largement sur la région de contrôle 

entière (34 anciens et 10 modernes). Leur origine géographique est indiquée sur la 

figure III-56. 
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c- Echantillons 
actuels

a- Echantillons 
archéologiques

b- Echantillons de 
musée

Figure III-56 : Répartition géographique des échantillons archéologiques (a) de 
musée (b) et actuels (c) validés au cours de cette thèse sur la région de contrôle 
entière de l’ADNmt. (*) L’origine de l’individu capturé en Gironde et de celui capturé 
au large de Nice est incertaine. 

III-B-4-b Structuration génétique

 Définition des clades avec la région de contrôle entière

Nous avons d’abord construit des arbres à partir des haplotypes définis sur la 

région de contrôle entière (environ 900 pb), cette région étant la plus informative. 
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Nous avons construit des arbres racinés en utilisant l’espèce sœur A. oxyrinchus

comme groupe externe, et des arbres non racinés. 

Construction d’arbres avec A. oxyrinchus :

 Les séquences de la région de contrôle entière d’A. sturio et A. oxyrinchus ont 

été alignées grâce à l’algorithme MUSCLE (Edgar 2004) implémenté dans le logiciel 

Seaview v.4 (Gouy et al. 2010). 

Le modèle d’évolution le plus adapté au jeu de données a été déterminé en 

testant les 88 modèles implémentés dans le logiciel JModelTest 0.1.1 (Posada 

2008) : les critères d’informations d’Akaike (AIC ; Akaike 1974) et bayésien (BIC ; 

Schwarz 1978) donnent respectivement les modèles TPM3uf+G et HKY+G comme 

les meilleurs. 

 Le modèle HKY+G a été retenu pour la construction d’arbres (car il est 

implémenté dans tous les logiciels d’analyse), qui a été réalisée avec trois méthodes 

de reconstructions phylogénétiques : (i) la méthode des distances (NJ), en utilisant 

l’algorithme du Bio Neighbor Joining ou BIONJ (Gascuel 1997) implémenté dans 

Seaview avec réalisation 10 000 bootstraps, (ii) la méthode du maximum de 

vraisemblance (ML) implémentée dans PHYML (Guindon & Gascuel 2003) avec 

réalisation de 1 000 bootstraps, (iii) la méthode bayésienne (BY) implémentée dans 

MrBayes v.3 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) avec réalisation de deux répétitions 

comportant chacun quatre chaînes de Markov courant sur 2 000 000 de générations, 

avec échantillonnage d’un arbre toutes les 1 000 générations (donc 2 x 2000 arbres) 

et un burnin de 250 (donc 2 x 1750 arbres pour la construction du consensus final). 

 Les trois méthodes donnent des résultats globalement concordants, avec 

l’identification de trois clades (A, B, C) au sein de l’espèce A. sturio (Figure III-57). Le 

soutien du clade A est satisfaisant, mais les clades B et C sont moins bien soutenus, 

en particulier avec la méthode bayésienne dans laquelle le clade C se retrouve 

branché au sein du clade B (formant un mégaclade qui inclut donc B et C). Les 

nœuds à l’intérieur des clades sont reproductibles entre les différentes méthodes, 

sauf pour le clade C au sein duquel seuls les groupements As6-As14 et As1a-As1b-

As13 sont obtenus de façon reproductible. 
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Figure III-57 : Arbre phylogénétique d’A. sturio, construit à partir des séquences de 
la région de contrôle entière et raciné par A. oxyrinchus (groupe externe). La 
topologie correspond à l’arbre obtenu en ML. Les supports des principaux nœuds 
sont indiqués avec dans l’ordre bootstraps BIONJ / bootstraps ML / probabilités 
postérieures BY (transformées en poucentage). 

 Afin de tester la topologie de l’arbre obtenu, nous l’avons comparé à sept 

topologies alternatives (dans lesquelles certaines branches ont été déplacées ; figure 

III-58), grâce aux tests de Kishino-Hasegawa (KH) et Shimodaira-Hasegawa (SH) 

réalisés avec le logiciel PAUP (Swofford 2002). Les valeurs de vraisemblances 

obtenues avec PAUP pour les différentes topologies sont relativement proches, et les 

tests KH et SH ne permettent pas de rejeter les topologies alternatives (Tableau III-

10). Les topologies 1, 2 et 3 de la figure III-58 sont toutes aussi vraisemblables (LnL 

= 2287,9) : l’ordre de branchement des clades A, B et C reste donc incertain. Les 

topologies 4 à 8 sont moins vraisemblables que les topologies 1 à 3 : l’existence des 

clades est donc mieux soutenus (mais pas de façon statistiquement significative). 
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Figure III-58 : Topologies 
alternatives (2-8) comparées 
à la topologie la plus 
vraisemblable (1) obtenue 
par les méthodes de 
reconstruction NJ, ML, BY. 
Le groupe externe est en 
gris.

Tableau III-10 : Comparaison 
des topologies, avec pour 
chacune la vraisemblance et 
les p-values correspondant 
aux KH et SH test. 

Les séquences d’A. sturio et d’A. oxyrinchus peuvent être alignées mais sont 

très divergentes, d’où la longueur importante des branches menant de la racine aux 

groupes internes. L’utilisation d’un groupe externe trop divergent peut biaiser (i) l’état 

inféré des caractères et donc modifier la topologie des groupes internes, pouvant 

expliquer le faible support des clades au sein de l’espèce A. sturio (bootstrap ou 
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probabilités postérieures faibles, et topologies 4 à 8 impossibles à rejeter 

statistiquement par les KH et SH tests) et (ii) le placement de la racine (Milinkovitch & 

Lyons-Weiler 1998 ; Graham et al. 2002), ce qui pourrait expliquer l’indétermination 

de l’ordre des branchement des clades A, B et C avec le groupe externe.

Malheureusement, A. oxyrinchus est l’espèce la plus proche d’A. sturio malgré 

une divergence estimée à plusieurs dizaines de millions d’années (Peng et al. 2007). 

Aucun autre groupe externe n’est disponible. 

Construction d’arbres sans A. oxyrinchus :

 Afin de vérifier la topologie interne et le soutien des clades, nous avons 

également réalisé des arbres non racinés en excluant A. oxyrinchus de l’analyse. 

Le modèle d’évolution sélectionné avec JModelTest correspond dans ce cas 

au modèle HKY+G (AIC et BIC concordants). Les mêmes méthodes de 

reconstruction phylogénétique ont été utilisées que pour les arbres racinés. Elles 

donnent toutes la même topologie générale (Figure III-59), identique à celle de la 

figure III-57, au racinement près. Le clade A est bien soutenu mais et les clades B et 

C le sont encore moyennement. La topologie à l’intérieur de chaque clade est 

insensible à la méthode de reconstruction et au racinement, sauf pour le clade C au 

sein duquel seuls les groupements As1a-As1b-As13 et As6-As14 sont stables.  

Au vu des résultats obtenus (arbres racinés et non racinés), nous avons 

décidé de retenir la distinction des trois clades A, B et C, qui est reproductible avec 

toutes les méthodes utilisées. L’ordre de divergence de ces trois clades et la 

topologie à l’intérieur du clade C restent incertains. 
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Figure III-59 : Arbre phylogénétique d’A. sturio construit sans groupe externe à 
partir des séquences de la région de contrôle entière. La topologie correspond à 
l’arbre obtenu en ML. Les supports des clades sont indiqués avec dans l’ordre 
bootstraps BIONJ / bootstraps ML / probabilités postérieures BY (en %). 

Construction d’arbres et datation moléculaire : modèle coalescent

 Une des plus importante évolution récente en génétique des populations est 

l’introduction de modèles rétrospectifs basés sur la théorie de la coalescence 

(Kingman 1982 ; Fu & Li 1999). Ces modèles retracent la généalogie des séquences 

ADN et conduisent à l’identification d’ancêtres communs par fusion (coalescence) de 

lignées évolutives ; pour un ensemble de séquences ADN, l’analyse aboutit lorsque 

l’ancêtre commun le plus récent (mrca pour most recent common ancestor) est 
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identifié. Ces modèles permettent de reconstruire l’histoire et la généalogie des 

populations, mais aussi d’estimer les paramètres mutationnels de chaque lignée 

(Drummond et al. 2002). A partir de la divergence moléculaire entre les lignées, il est 

également possible d’établir le temps qui s’est écoulé depuis leur mrca (ou tmrca 

pour time since the mrca) : c’est le principe de l’horloge moléculaire (Margoliash 

1963). Les modèles coalescents sont parmi les plus performants pour estimer le 

tmrca des lignées évolutives.  

Afin d’estimer le tmrca de l’espèce A. sturio et des clades A-B-C, nous avons 

utilisé le logiciel BEAST (Drummond & Rambaut 2007), qui permet de réaliser des 

analyses bayésiennes des séquences moléculaires en se basant sur des modèles 

coalescents. L’âge des échantillons dont sont issues les séquences a été pris en 

compte dans l’analyse. Afin de calibrer l’âge des noeuds, nous avons fixé a priori à 

57,9 Ma (± 10 Ma) la date de divergence entre A. sturio et A. oxyrinchus ; cette date 

vient d’une estimation réalisée à partir des séquences du Cyt b de tous les 

Acipensériformes (Peng et al. 2007) ; l’utilisation d’une date déjà estimée comme 

point de calibration n’est pas très satisfaisant mais les données paléontologiques 

permettant de dater la spéciation entre les deux espèces sont inexistantes. Le 

modèle coalescent à effectifs constants a été utilisé avec une horloge moléculaire 

relâchée (distribution log normale et taux non corrélés entre taux d’une lignée et de 

son ancêtre commun) pour estimer la phylogénie et l’âge des principaux nœuds à 

partir des séquences entières de la région de contrôle (modèle de substitution 

HKY + G). L’horloge moléculaire relâchée permet de prendre en compte 

d’éventuelles disparités dans les taux d’évolution entre lignées et se révèle plus 

performante que l’horloge fixée (Drummond et al. 2006). La longueur des chaînes de 

Markov permettant l’exploration de l’univers des possibles a été fixé à 50 millions 

(avec échantillonnage toutes les 5 000 générations, donnant 10 000 mesures) ce qui 

permet d’obtenir des estimations fiables des paramètres. 

L’analyse avec le logiciel Tracer 1.5 (Drummond & Rambaut 2007) des 10 000 

mesures réalisées (burnin de 5 millions de générations soit 1 000 mesures éliminées) 

indique un bon échantillonnage a posteriori pour tous les paramètres du modèle, en 

particulier les tmrca d’A. sturio, A. oxyrinchus et des clades A, B et C d’A. sturio

(Tableau III-11). La valeur de l’estimateur ucld.stdev (écart-type de l’horloge 

moléculaire) est proche de 0 ce qui indique que l’horloge est fiable. 
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Les arbres correspondant aux 9 000 dernières mesures ont été moyennés 

pour donner l’arbre consensus présenté à la figure III-60. 

Figure III-60 : Arbre et âges estimés à partir du modèle coalescent constant avec 
horloge moléculaire relâchée de BEAST. Les barres indiquent l’intervalle de 
confiance à 95% des estimations d’âge de certains nœuds. 

L’arbre consensus est identique aux arbres obtenus précédemment, 

supportant une nouvelle fois l’existence des clades A - B - C, dont les tmrca estimés 

valent respectivement 1,58 Ma (intervalle de confiance à 95% : 0,21 - 4,05 Ma), 

3,45 Ma (95% : 0,86 - 7,21 Ma) et 2,51 Ma (95% : 0,60 - 5,12 Ma).

L’âge de la racine est estimée à 56,21 Ma (95% : 41,20 - 65,58 Ma), proche 

de la valeur utilisée comme prior (distribution normale centrée sur une moyenne de 

57,9 Ma avec un écart-type de 10 Ma). 

Le tmrca d’A. sturio vaut 6,4 Ma (95% : 1,42 - 14,24 Ma) et celui 

d’A. oxyrinchus 4,70 Ma (95% : 0,71 - 11,05 Ma), indiquant que l’origine de la 

diversité génétique actuelle de ces deux espèces remontent aux environs de 5 Ma, 

c’est-à-dire relativement loin dans le passé. L’estimation du tmrca d’A. sturio est 

consistante car elle prend en compte l’ensemble de la diversité connue de l’espèce – 
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qui a été mise au jour dans cette thèse – alors que l’estimation du tmrca 

d’A. oxyrinchus est probablement sous-estimée car nous n’avons séquencé que 

quatre haplotypes différents sur la région de contrôle entière alors qu’une trentaine 

ont été identifié sur le fragment Dlo-5’ (mais malheureusement ces haplotypes n’ont 

pas été étendus sur l’ensemble de la région de contrôle). 

Afin de démontrer la robustesse des estimations d’âge effectuées avec 

BEAST, nous avons répété quatre fois les analyses à partir de la topologie la plus 

vraisemblable puis nous avons réalisé deux autres analyses en contraignant la 

topologie (la monophylie des groupes AC et AB a été respectivement forcée). Dans 

tous les cas, les estimations obtenues pour les tmrca des nœuds R et 1-5 de la figure 

III-60 sont similaires (Tableau III-12). 

Tableau III-12 : Estimations des tmrca associés à la racine (R) et à cinq nœuds (1 : 
A. oxyrinchus, 2 : A. sturio, 3-4-5 : clade A-B-C ; voir la figure X pour leur position). 
Sur les quatre premières répétitions (réplicats) aucune contrainte topologique n’a été 
appliquée, alors que la monophylie des groupes AB et AC a été respectivement 
contraintes dans les analyses 5 et 6 (conduisant aux topologies 2 et 3 de la figure III-
58).

La modélisation avec BEAST a également permis d’estimer simultanément la 

taille efficace et le taux d’évolution des esturgeons A. sturio et A. oxyrinchus

(Tableau III-11) : 

1) L’estimateur de la taille efficace multipliée par le temps de génération ressort à 

14,4 millions (95% : 4,6 - 27,3) (Tableau III-11). En considérant un temps de 

génération d’environ 15 ans, la taille efficace vaut 0,96 millions d’individus pour 
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l’ensemble des deux espèces (95% : 0,31 - 1,82). L’estimation de la taille efficace 

dans le cas de données interspécifique (comme ici) n’est pas très fiable : ces chiffres 

représentent donc de grossières approximations. 

2) Le taux d’évolution estimé ressort à 0,41% par million d’années sur la région de 

contrôle (95% : 0,17 – 0,74) (Tableau III-11). Ce taux est inférieur à celui estimé pour 

la région de contrôle des Cétacées – 0,65% – qui sont les Mammifères au taux 

d’évolution mitochondrial le plus lent (Pesole et al. 1999). Il est néanmoins cohérent 

avec le taux d’évolution du Cyt b, estimé à 0,01% par millions d’années chez les 

Acipensériformes, et avec les observations de diversité nucléotidique réalisées à la 

partie III-A-2-a (la Dloop évoluant plus vite que les autres régions dont le Cyt b). Un 

rapport aussi élevé entre vitesse d’évolution de la Dloop et du Cyt b (environs 40) est 

peu fréquent mais a déjà été reporté pour d’autres espèces comme les poissons 

volants du Pacifique (McMillan & Palumbi 1997). 

 Définition des clades étendus avec le fragment Dlo-5’

 Le fragment Dlo5’ est trop court et comporte trop peu de sites polymorphes 

pour pouvoir servir de base à la construction d’une phylogénie reproductible et 

soutenue. Néanmoins, tous les échantillons anciens ont été validés sur ce fragment 

contre un tiers sur la région de contrôle entière ; afin d’inclure tous les échantillons 

nous avons donc exploité le fragment Dlo-5’.  

Nous avons réalisé un réseau à partir des séquences des 20 haplotypes 

identifiés chez A. sturio, en utilisant l’algorithme de median-joining (Bandelt et al.

1999) implémenté dans le logiciel Network (www.fluxus-technology.com).

Les trois clades définis à partir de la région de contrôle entière (Figures III-57, 

III-59 et III-60) sont bien identifiables, même s’ils sont séparés entre eux par un seul 

site polymorphe (Figure III-61). Les haplotypes pour lesquels la région de contrôle 

entière est disponible se retrouvent dans les mêmes clades, que l’ensemble de la 

région de contrôle (Figures III-57, III-59 et III-60) ou seulement la portion Dlo-5’ 

(Figure III-61) soit pris en compte. Les haplotypes pour lesquels seul le fragment Dlo-

5’ est disponible se positionnent au sein d’un des trois clades existants (As7 et As19 
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dans le clade A / As16 et As20 dans le clade B / As4, As17 et As18 dans le clade C) 

et aucun nouveau clade ne semble se créer en les rajoutant. 

Figure III-61 : Réseau d’haplotypes mitochondriaux identifiés chez A. sturio sur le
fragment Dlo-5’. Les haplotypes disponibles également sur la région de contrôle 
entière sont soulignés. Les clades sont entourés par des pointillés. 

Nota bene : dans les figures suivantes, l’âge et l’origine des échantillons ne sera pas 

reprécisée à chaque fois. Se référer à la figure III-55.
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 Distribution géographique des clades

 La répartition des échantillons dans les clades A, B et C suivant leur origine 

géographique est indiquée à la figure III-62. 

Le clade A représente environ 20% de l’ensemble des échantillons anciens 

inclus dans l’analyse phylogéographique. Il était présent en Méditerranée occidentale 

(18 individus archéologiques et deux spécimens de musée), en Ibérie atlantique 

(deux individus archéologiques) et sur la façade atlantique d’Europe du Nord (trois 

spécimens de musée). Il était absent sur la périphérie de la distribution d’A. sturio,

i.e. à l’Est du Rhône dans la zone méditerranéenne et à l’Est de la Bretagne dans la 

zone atlantique. Ce clade a aujourd’hui disparu. 

 Le clade B était le moins répandu, représentant 10% de l’ensemble des 

échantillons anciens inclus dans l’analyse. Il était présent en Mer Noire (trois 

individus de musée), en Mer Adriatique (trois individus de musée), en Méditerranée 

occidentale (quatre individus archéologiques et deux individus de musée) et en Ibérie 

(un individu archéologique). Sa présence sur la façade atlantique d’Europe du Nord 

est incertaine, puisque l’origine du spécimen de musée porteur de l’haplotype As5 

(qui appartient au clade B) est elle-même incertaine. Comme le clade A, le clade B a 

aujourd’hui disparu. 

 Le clade C était le plus répandu, rassemblant environ 70% des échantillons 

anciens inclus dans l’analyse. C’est le seul clade qui subsiste actuellement, au sein 

de la population relictuelle girondine. Il était omniprésent sur toute l’aire de répartition 

de l’espèce, de la Baltique à la Mer Noire. 

Les trois clades sont donc répartis suivant un patron géographique bien défini, 

avec C omniprésent sur toute l’aire de répartition, B présent essentiellement en 

Méditerranée et A absent des périphéries de la distribution . 
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Echantillons archéologiques 

Echantillons
actuels

Echantillons de musée 

Figure III-62 :
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 Distribution géographique des trois clades A, B et C. Les grandes 
régions biogéographiques sont limitées par des traits discontinus. Les contours 
de cercle en pointillés indiquent des échantillons dont l’origine géographique est 
incertaine (trois en Gironde, trois en mer au large de Nice). 
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La présentation des résultats sous forme d’un graphe confrontant données 

archéologiques et de musée confirme ces observations (Figure III-63). La rareté des 

échantillons dans certaines zones – voire l’absence dans certaines – conditionne le 

caractère définitif des observations à leur validation sur un plus grand nombre 

d’échantillons anciens. 

Figure III-63 : Fréquence relative des clades A (rouge), B (jaune) et C (vert) sur les 
différentes régions couvrant la distribution d’A. sturio, pour les échantillons 

iques (haut) et les échantillons de musée (bas). archéolog

 Distribution géographique des haplotypes

 La distribution des haplotypes constitutifs de chaque clade est présentée aux 

figures III-64 (clade A), III-65 (clade B) et III-66 (clade C). Attention, le code couleur 

utilisé pour la description des haplotypes ne correspond pas au code couleur des 

clades utilisé dans la figure III-62 ; pour chaque clade, le code est indiqué en encart 

dans la figure. 

Concernant le clade A (Figure III-64), l’haplotype As3 est majoritaire puisqu’il 

est retrouvé sur 18 échantillons archéologiques et un échantillon de musée ; il est 

très présent sur le Rhône, mais il est aussi retrouvé dans le Guadiana en Ibérie.
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L’haplotype As8 a été retrouvé sur trois spécimens de musée capturés sur la 

façade atlantique française, mais aucun d’entre eux ne peut être associé à une 

population donnée car (i) le premier a été capturé dans un fleuve breton, or ces 

fleuves semblent trop modestes pour avoir été le berceau d’une population, (ii) le 

second a été capturé en mer au large de La Rochelle, pendant sa phase de vie 

marine, (iii) le troisième a probablement été capturé en Gironde, mais sans certitude. 

L’haplotype As8 ne se retrouvant chez aucun individu dont la population d’origine est 

déterminée, il pourrait s’agir d’un haplotype spécifique d’une population non étudiée, 

comme celle de l’Adour (au sud de la Gironde) ou des populations ibériques. 

Les haplotypes As7 et As10 ne sont retrouvés que sur un seul individu à 

chaque fois, et sont donc respectivement spécifique du Guadalquivir et du Rhône. 

L’haplotype As19 est quant à lui retrouvé uniquement sur un individu capturé au 

large de Nice, dont la population d’origine pourrait être le Rhône. 

Concernant le clade B (Figure III-65), l’haplotype As12 est spécifique de la 

Mer Noire où il est retrouvé sur trois individus.

Les haplotypes As9 et As16 sont spécifiques du Rhône et As20 est spécifique 

de l’Adriatique. L’haplotype As11 est retrouvé dans le Rhône et en Adriatique, mais 

nous avons amplifié la région de contrôle entière sur un échantillon de chaque région 

et nous avons identifié un variant adriatique (As11a) et un variant méditerranéen 

(As11b).

L’haplotype As5 a été identifié à l’origine sur un échantillon archéologique du 

Guadalquivir. Nous l’avons également obtenu sur un échantillon de musée dont 

l’origine girondine est incertaine ; il pourrait aussi s’agir d’un échantillon originaire de 

la péninsule ibérique. 

Concernant le clade C (Figure III-66), les haplotypes As1 et As2 sont les plus 

fréquents, As1 étant surtout présent sur la façade atlantique et As2 en Méditerranée. 

As1 est le dernier haplotype existant aujourd’hui, et il était omniprésent sur la 

façade atlantique au cours des deux derniers siècles. Mis à part les échantillons de 

l’Elbe, les autres échantillons de musée au nord de la Seine sont postérieurs aux 

années 1950 et pourraient en fait correspondre à des individus de Gironde capturés 

pendant leur vie adulte. L’haplotype As1 est quasiment restreint à la façade 

Atlantique puisqu’il n’est présent que sur trois spécimens méditerranéens (deux 
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archéologiques originaires du Rhône et un spécimen de musée capturé à Livourne) 

contre deux archéologiques, 22 de musées et 77 modernes sur la façade atlantique. 

L’amplification de la région de contrôle entière sur deux de ces trois esturgeons 

révèle l’existence de deux variants, l’un identifié sur le spécimen de Livourne (As1b) 

et l’autre sur un des échantillons rhodanien (As1a) ; seul le variant As1a est présent 

sur la façade atlantique, obtenu sur 10 esturgeons actuels de Gironde et quatre 

échantillons atlantiques anciens. 

As2 est l’haplotype le plus fréquent dans la population ancienne du Rhône, 

détecté chez 30 individus sur 55. Il est dominant en Méditerranée occidentale aux 

19-20e siècles, et présent également à cette période en mer Adriatique et en mer 

Noire. Sa présence est rare mais attestée sur la façade atlantique, identifié sur un 

spécimen de musée capturé dans la Seine, un autre capturé en Gironde, ainsi que 

sur sept écailles dermiques exhumées d’u site médiéval dans la région baltique. 

Concernant ces dernières données, Ludwig et al. (2008) ne précisent pas le nombre 

minimum d’individus présents sur le site archéologique étudié : ces écailles 

dermiques pourraient donc correspondre à sept individus différents, aussi bien qu’à 

un seul. De ce fait, il est difficile de conclure à la fixation de l’haplotype As2 en mer 

Baltique, surtout qu’aucun échantillon plus récent n’est disponible en raison de la 

domination d’A. oxyrinchus dans la région au moins depuis le Moyen-Âge. Une 

diversité importante se cache sous l’haplotype As2 du fragment Dlo-5’, dans le sens 

où l’amplification de la région de contrôle entière de neuf individus anciens portant 

cet haplotype a révélé l’existence de cinq variants : l’un d’entre eux (As2a) est trouvé 

sur cinq individus (incluant quatre esturgeons méditerranéens et le spécimen 

originaire de la Seine) pendant que les quatre autres (As2b, c, d et e) sont chacun 

porté par un individu différent (méditerranéen ou adriatique). 

Les haplotypes As14, As17 et As18 sont rares et spécifiques de la 

Méditerranée occidentale. Les haplotypes As4 et As6 sont rares et spécifiques de 

l’Atlantique ibérique. Les haplotypes As13 et As15 sont spécifiques de la Mer 

Adriatique, identifiés respectivement sur deux et six esturgeons différents ; à noter 

l’existence de deux variants de l’haplotype As15 en mer Adriatique, identifiés lors du 

séquençage de la région de contrôle entière (As15a et b). 
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Echantillons archéologiques Echantillons archéologiques Echantillons de musée 

origine inconnue 

Figure III-64 : Distribution géographique des haplotypes du clade A. Le contour de 
cercle en pointillé indique un échantillon dont l’origine géographique est incertaine. 

Figure III-65 : Distribution géographique des haplotypes du clade B. Le contour de 
cercle en pointillé indique un échantillon dont l’origine géographique est incertaine. 

Echantillons archéologiques 

Echantillons de musée 
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Echantillons de musée Echantillons
modernes

Echantillons archéologiques 

Figure III-66 : Distribution géographique des haplotypes du clade C. Le contour de 
cercle en pointillé indique un échantillon dont l’origine géographique est incertaine. 

origine inconnue 

- 329 -



DIVERSITE INTRASPECIFIQUE CHEZ A. STURIO : PHYLOGEOGRAPHIE

 Répartition géographique de la diversité génétique

 Pour les zones sur lesquelles les comparaisons temporelles sont possibles, la 

composition génétique entre les différentes périodes étudiées ne montre pas de 

changements drastiques : As1 et As2 sont ainsi restés les haplotypes majoritaires 

respectivement sur la façade atlantique française et sur le Rhône.

 Sur la base de ces observations, nous faisons l’hypothèse qu’à l’échelle des 

trois derniers millénaires, les populations d’esturgeons européens sont restées 

relativement stables génétiquement, et que les différentes zones biogéographiques 

peuvent être comparées malgré les variations d’âge des échantillons. 

 Afin d’analyser une éventuelle différenciation génétique de l’esturgeon 

européen sur les grandes zones biogéographiques de sa distribution, nous avons 

calculé les distances génétiques entre grandes zones biogéographiques à l’aide du 

logiciel MEGA 4 (Tamura et al. 2007), et nous avons testé une éventuelle corrélation 

avec la distance géographique à l’aide d’un test de Mantel bilatéral (avec 10 000 

permutations pour le calcul de la p-value). La distance géographique a été calculée à 

l’aide de l’outil « trajet » du logiciel Google Earth en suivant le trait de côte de la mer 

Baltique à la mer Noire (seule exception : la distance entre la mer Noire et les autres 

zones n’inclut pas le trait de côte adriatique, les esturgeons pouvant se déplacer de 

la Sicile à la Grèce sans passer par la mer Adriatique). 

 Le test de Mantel sur la corrélation de Pearson entre les matrices de distances 

génétique et géographique permet de rejeter l’hypothèse nulle d’une absence de 

corrélation (p = 0,018 ; coefficient de corrélation de Pearson entre les deux matrices 

r(AB) = 0,465 ; voir la figure III-67).

Ce résultat suggère un isolement par la distance entre esturgeons des 

différentes zones biogéographiques, les populations appartenant à des zones 

voisines étant plus proches génétiquement que les populations appartenant à des 

zones éloignées. La significativité du test implique que cet isolement n’est pas récent 

à l’échelle évolutive. La diversité génétique d’A. sturio est donc structurée dans 

l’espace, ce qui était attendu puisque la distribution s’étend linéairement sur plus de 

10 000 km (en suivant le trait de côte). 
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Figure III-67 : Test de Mantel.
a) Corrélation entre les matrices de distances.
b) Résultats des 10 000 permutations utilisées pour le calcul de la p-value. 

a

b

Par ailleurs, tous échantillons anciens confondus, la diversité génétique de 

l’esturgeon européen apparaît bien plus importante en péninsule ibérique, en 

Méditerranée occidentale et en Mer Adriatique : le nombre total d’haplotypes, le 

nombre d’haplotypes privés (présents uniquement sur la zone), la diversité 

haplotypique et  la diversité nucléotidique sont en effet plus élevés dans ces régions 

par rapport aux périphéries de la distribution (Figure III-68). 
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Figure III-68 : Statistiques descriptives de la diversité génétique d’A. sturio sur 
les grandes régions biogéographiques de sa distribution. BQ = Baltique, 
AN = Atlantique Europe du Nord, AI = Atlantique Ibérique, MO = Méditerranée 
Occidentale, AD = Adriatique, MN = Mer Noire. Les échantillons actuels de 
Gironde n’ont pas été pris en compte dans l’analyse. 

Le nombre d’échantillons analysé est déséquilibré suivant les régions, mais ne 

semble pas biaiser outre mesure le tableau global ; deux fois plus d’échantillons ont 

par exemple été étudié sur la région Atlantique-Europe du Nord par rapport à la zone 

Adriatique, mais toutes les statistiques de diversité sont supérieures dans la zone 

Adriatique ; seulement six échantillons ont été analysés sur la zone Ibérique mais 

une diversité florissante a été mise en évidence, avec cinq haplotypes différents dont 

quatre endémiques à cette région. 
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III-B-5 PHYLOGEOGRAPHIE NUCLEAIRE

III-B-5-a Données disponibles

 Données bibliographiques

 Très peu d’études se sont intéressées aux microsatellites chez l’esturgeon 

européen. La principale étude, menée par Ludwig et al. (2000b), s’est intéressée à 

des spécimens de musée pêchés en mer Baltique et en Europe du Nord : ces 

échantillons ont été considérés comme des A. sturio, alors que pour la plupart d’entre 

eux il s’agissait en fait d’A. oxyrinchus (beaucoup de ces échantillons ont été 

republiés par Ludwig et al. (2002b) en tant qu’A. oxyrinchus). De plus, la fiabilité des 

résultats n’est pas garantie dans le sens où ils n’ont pas été obtenus dans des 

locaux spécifiques. Enfin trois des locus étudiés sont partagés avec notre étude 

(LS19, LS54 et LS68), et l’analyse des allèles présentés révèle des anomalies dans 

l’étude de Ludwig et al. (2000b), comme la non détection de certains allèles ou la 

détection d’allèles supplémentaires ; notre étude s’appuyant sur la réplication 

massive des résultats et le séquençage des allèles, elle est beaucoup plus fiable que 

celle de Ludwig et al. (2000b). 

 En fait, la seule étude publiée analysant les microsatellites d’A. sturio dans

une perspective phylogéographique se trouve être peu fiable et concerne 

A. oxyrinchus.

 Apport de cette thèse

 Les échantillons anciens validés sur au moins deux des cinq locus 

microsatellites que nous avons étudié sont indiqués sur la figure III-69 ; ces 

échantillons correspondent au jeu de données basique établi au III-A-3-d. Les 

individus hybrides ou validés sur un seul locus (le plus souvent LS19) ne sont pas 

inclus.Dans l'échantillonnage actuel, seuls sont inclus les 16 esturgeons de Gironde 

correspondant à des individus capturés dans le milieu naturel au début des années 

1990, les autres échantillons actuels de Gironde correspondant à des frères et 

sœurs.
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Figure III-69 : Répartition géographique des échantillons archéologiques (a) de 
musée (b) et actuels (c) validés sur au moins deux locus microsatellites. Le site 
archéologique (a) ou le lieu de capture (b) ainsi que l’âge et le nombre 
d’échantillons sont indiqués. (*) L’origine de deux individus capturés au large de 
Nice est incertaine. 

(a) Echantillons 
archéologiques

(b) Echantillons de musée (c) Echantillons 
actuels

III-B-5-b Disparités géographiques de la diversité génétique

 Distribution géographique des allèles : analyse par locus

 Nous l’avons vu, le locus LS19 est monomorphe pour tous les échantillons 

anciens, seul l’allèle 122 étant détecté (Figure III-35 et III-70). Un autre allèle – l’allèle 
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146,  également identifié chez A. oxyrinchus – est présent sur la population actuelle 

de Gironde (Figure III-70). Introgression d’A. oxyrinchus, allèle non détecté sur les 

échantillons anciens (24 nucléotides plus long) ou polymorphisme spécifique de la 

Gironde : telles sont les hypothèses pouvant expliquer cette observation.

a) Echantillons archéologiques 

b) Echantillons de musée 

c) Echantillons actuels 

Figure III-70 : Distribution des allèles du locus LS19 chez A. sturio, sur les échantillons 
archéologiques (a), de musée (b) et actuels (c). Le code couleur est indiqué en encart 
dans la figure, la taille des cercles est proportionnelle au nombre d’allèles fiables 
détectés, qui est par ailleurs noté en regard de chaque cercle. 
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 Le locus LS54 est dimorphe, avec une cooccurrence des deux allèles sur 

toute l’aire de répartition de l’espèce (Figure III-71). L’allèle 119 est partout dominant, 

sauf dans le Tibre où il est minoritaire et en Mer Noire où il est absent (probabilité de 

tirer cinq fois l’allèle 123 parmi cinq si les fréquences des deux allèles sont 

équivalentes p(X=5) = 0,03 ; le raisonnement est le même qu’à la figure II-11). 

L’allèle 123 semble peu répandu parmi les échantillons de musée de la façade 

atlantique (un allèle sur 14) alors qu’il représente un tiers des allèles dans la 

population résiduelle de Gironde, probable résultat de la dérive génétique. 

a) Echantillons archéologiques 

b) Echantillons de musée 

c) Echantillons actuels 

Figure III-71 : Distribution des allèles du locus LS54 chez A. sturio.
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 Le locus LS68 est très polymorphe, avec une distribution des allèles marquée 

par des différences géographiques importantes (Figure III-72 et III-75).

Les allèles les plus longs 168 et 172 sont spécifiques de la façade atlantique 

(leur non détection parmi les 103 allèles couvrant le reste de la distribution exclut leur 

présence à une fréquence supérieure à 3% et ce avec une confiance de 95% ;  pour 

comparaison leur fréquence respective est de 33% et 13% parmi les échantillons 

anciens de la façade Atlantique).

Le Tibre est le seul fleuve non atlantique où l’allèle 160 est trouvé. La 

population ancienne du Rhône est d’une extraordinaire variabilité, avec huit des onze 

allèles représentés. 
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a) Echantillons archéologiques 

b) Echantillons de musée 

c) Echantillons actuels 

Figure III-72 : Distribution des allèles du locus LS68 chez A. sturio. Pour 
faciliter la lisibilité de la tranche correspondant à l’allèle 160 dans le 
diagramme du Rhône archéologique, un petit cercle adjacent a été rajoutés.
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 Le locus Aox23 est celui dont le patron géographique est le plus marqué, sans 

doute en raison de l’importance du polymorphisme allélique qui le caractérise  

(Figure III-73 et III-75). La façade atlantique présente un allèle 142a spécifique – 

fréquence d’exclusion sur le reste de la distribution : 3% – et un allèle 154 majoritaire 

(8 allèles parmi 15) alors qu’il est rare voire absent sur le reste de la distribution. La 

zone adriatique présente une diversité allélique importante avec sept allèles, dont 

deux spécifiques de la région (139c et 142c). L’allèle 139a semble fixé en Mer Noire 

(le faible échantillonnage permet seulement de conclure à une fréquence allélique 

supérieure à 48% dans la région). La population archéologique du Rhône présente 

une variabilité très importante, avec 17 allèles détectés sur les 22 existants.
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a) Echantillons archéologiques 
c) Echantillons actuels 

Figure III-73 :

b) Echantillons de musée 

 Distribution des allèles du locus Aox23 chez A. sturio. Pour faciliter la 
lisibilité des tranches fines du diagramme du Rhône archéologique, de petits cercles 
adjacents ont été rajoutés. 
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 Le locus AoxD161 présente une variabilité importante, également marquée 

par des disparités géographiques (Figure III-74 et III-75). En particulier, sur les 11 

allèles identifiés à ce locus, le Rhône en présente 10, dont cinq spécifiques (153, 

165b, 177 181 et 185). L’allèle 149 n’a quant a lui été identifié que dans la zone 

Adriatique. L’allèle 169est dominant sur la façade atlantique (10 allèles sur 15). 

a) Echantillons archéologiques 

b) Echantillons de musée 

c) Echantillons actuels 

Figure III-74 : Distribution des allèles du locus AoxD161 chez A. sturio ;
Pour faciliter la lisibilité des tranches fines du diagramme du Rhône 
archéologique, de petits cercles adjacents ont été rajoutés. 
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 Distribution géographique des allèles : analyse globale

 Plusieurs limites évidentes à l’analyse phylogéographique de la diversité 

microsatellite apparaissent. (i) Malgré tous nos efforts pour rassembler des 

échantillons couvrant l’ensemble de la répartition historique d’A. sturio,

l’échantillonnage reste très partiel, la mer Baltique, la mer du Nord ou la péninsule 

ibérique n’étant par exemple pas couvertes. (ii) Se rajoute à cela la faible 

préservation de l’ADN nucléaire pour certains échantillons, réduisant d’autant 

l’échantillonnage efficace des allèles microsatellites et le volume de données 

analysables.

Malgré cela, plusieurs enseignements généraux peuvent être tirés à partir de 

la distribution géographique des allèles microsatellites  des locus LS68, Aox23 et 

AoxD161 (qui sont les plus polymorphes et donc les plus informatifs) : 

1) La diversité génétique des échantillons anciens est bien supérieure à celle des 

échantillons actuels de Gironde, ce qui est consistant avec la nature résiduelle de 

cette population. 

2)  La diversité génétique est plus importante dans les bassins méditerranéen et 

adriatique, comparés à la façade atlantique française et à la Mer Noire. Le nombre 

total d’allèles identifiés est plus important sur ces zones, et le nombre d’allèles privés 

est très important, en particulier en Méditerranée occidentale. Le cas de la Mer Noire 

est particulier car le nombre d’allèles identifiés est très faible sur cette région, 

néanmoins (i) les locus LS54 et Aox23 sont monomorphes sur la région et  (ii) les 

simulations à échantillonnage constant sur LS68, Aox23 et AoxD161 indiquent une 

variabilité inférieure ou égale aux zones atlantique, adriatique et méditerranéenne 

aux 19 et 20e siècles (Figure III-76). 

3) Dans la zone méditerranéenne, même si l’échantillonnage est faible il apparaît 

que le Tibre est toujours différent du Rhône (et de sa proximité immédiate i.e. Nice) : 

il présente des allèles absents dans le Rhône (LS68 et Aox23) ou des allèles 

présents dans le Rhône mais à des fréquences basses (LS54, AoxD161). Les 
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populations abritées par ces deux fleuves étaient donc probablement différenciées 

au niveau nucléaire.

4) La population archéologique du Rhône révèle une variabilité très importante, 

couvrant quasiment l’ensemble de la variabilité observée de l’espèce. 

Figure III-76 : Diversité allélique en Mer Noire et biais d’échantillonnage : simulations sur 
LS68, Aox23 et AoxD161. Les échantillons archéologiques ne sont pas 

idérés ici. Seuls quatre à six allèles ont été échantillonnés en Mer Noire, contre 14 à 
r les zones atlantique (AT), méditerranéenne occidentale (MO) et adriatique (AD). 

Soit X le nombre d’allèles échantillonnés en Mer Noire et Y le nombre d’allèles 
ntillonnés sur la zone à comparer. 100 tirages aléatoires sans remise de X allèles 
i Y  ont été réalisés pour chaque zone (AT, MO, AD) et la distribution du nombre 

d’allèles différents tiré est indiquée pour chacun des locus LS68, Aox23 et AoxD161. La 
e noire indique le nombre d’allèles différents réellement observé en Mer Noire : si la 
e est à gauche des distributions théoriques alors la Mer Noire est moins diverse que 
ones comparées, si la flèche est à droite des distributions théoriques alors la Mer 

est plus diverse. Exemple d’interprétation pour Aox23 : quatre allèles (X) ont été 
ntillonnés sur la Mer Noire, tous identiques (allèle 139a) ; le tirage de quatre allèles 
i les 16 allèles échantillonnés en mer Adriatique (Y) conduit à quatre allèles différents 
 65% des cas, trois allèles différents dans 32% des cas, deux allèles différents dans 

3% des cas et un seul allèle dans 0% des cas ; si l’échantillonnage sur la zone adriatique 
ait été que de 4 allèles, la probabilité d’identifier un seul allèle aurait été nulle car la 

ersité allélique est plus importante qu’en Mer Noire.
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III-B-5-c Structuration populationnelle et tests d’assignation

 Utilisation du logiciel STRUCTURE

Pour estimer la structuration des populations d’esturgeons et assigner les 

individus à ces différentes populations, nous avons entrepris d’analyser nos données 

avec le logiciel STRUCTURE (Pritchard et al. 2000). STRUCTURE utilise une approche 

bayésienne pour identifier la population d’appartenance la plus probable pour chaque 

individu en fonction de son génotype. X représentant le génotype des individus, Z 

leur population d’origine (inconnue) et P les fréquences alléliques dans toutes les 

populations (inconnues), la formule de Bayes donne : 

p (Z, P / X) = (p (Z) . p (P) . p(X / Z, P)) / p(X) 

or p(X) vaut 1 puisque le génotype est observé, d’où finalement : 

                 p (Z, P / X) = p (Z) . p (P) . p(X / Z, P) (équation 1) 

Les informations utilisées a priori sont les suivantes : 

- il y a K populations (ou groupes de populations) différentes 

- chaque individu a autant de chance d’appartenir à chacun des groupes, la 

probabilité d’appartenance à la population Z  vaut  donc p (Z) = 1 / K (équiprobabilité) 

- les groupes sont définis de façon aléatoire, et les fréquences alléliques de chaque 

groupe sont calculées à partir des génotypes des individus qui les composent ; à 

partir de Z (fixé) et P (calculé), la probabilité p(X / Z, P) des génotypes est calculée 

- la probabilité p (P) des fréquences alléliques P est déterminée par une loi de 

Dirichlet uniforme. 

 A partir de ces informations a priori, l’équation 1 permet de calculer la 

probabilité p (Z, P / X) qu’un individu de génotype X appartienne au groupe Z de 

fréquences alléliques P. L’estimation obtenue à partir des informations a priori est 

très peu fiable (puisque les informations a priori sont standards), mais l’utilisation 

d’un algorithme MCMC (Markov Chain Monte Carlo) permet d’affiner cette estimation 

en utilisant l’estimation de l’étape n-1 pour obtenir une meilleure estimation à l’étape 

n. Lorsque la valeur estimée de p (Z, P / X) se stabilise et cesse d’évoluer au fil des 

étapes, l’algorithme a atteint la convergence et l’estimation peut être considérée 

comme fiable. A chaque itération de l’algorithme, les probabilités correspondant à 
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tous les individus sont estimées, et une valeur de probabilité globale des données 

est calculée (le logiciel fournit un estimateur lnP(D) de cette probabilité). 

 Concrètement, l’expérimentateur teste différents modèles en faisant varier les 

informations a priori, puis retient celui qui maximise la probabilité des données 

(concrètement celui qui maximise lnP(D)). La validation définitive du modèle est 

conditionnée à la cohérence biologique des résultats, contrôlée sur la représentation 

graphique qui présente l’assignation de chaque individu à un ou plusieurs groupes 

sous la forme d’une barre verticale (voir Figure III-77 pour un cas concret). 

 Jeu de données utilisés

Les jeux de données basiques, conservatifs et très conservatifs définis au III-

A-3-d (incluant tous les échantillons anciens d’A. sturio, A. oxyrinchus et hybrides) 

ont été utilisés, en rajoutant des échantillons modernes d’A. sturio (n=16, Gironde) et 

d’A. oxyrinchus (n=12, individus séquencés de l’article n°1) pour comparaison. 

Dans un premier temps, les jeux de données entiers ont été testés. Nous 

avons ensuite refait les analyses sur les jeux de données en excluant les 

échantillons d’A. oxyrinchus et les hybrides. Dans un troisième temps, nous avons 

effectué les analyses uniquement sur les A. sturio de la zone pontique (Méditerranée, 

Adriatique et mer Noire). 

Au total, neuf jeux de données ont donc été utilisés (basique/conservatif/très

conservatif x tous/sturio/sturio-pontique). 

 Modèles testés

Pour chaque jeu de données, nous avons testé 40 modèles : 

- nous avons fait varier K (nombre de groupes) entre 1 et 5. 

- le modèle sans mélange (no admixture ou NA ; postule qu’un individu est issu d’une 

seule population, c'est donc la probabilité d'appartenance d'un individu à un groupe 

qui est estimée) et le modèle avec mélange (admixture ou A ; postule qu’un individu 

peut avoir un génotype issu de plusieurs populations, c'est donc le taux d'hybridation 

entre deux groupes ou plus qui est estimé) ont été testés (5 x 2 = 10 modèles) 

- l’origine géographique des échantillons a été utilisée comme information a priori (L) 

ou non (NL) (10 x 2 = 20 modèles) ; cette amélioration a été implémentée dans 

STRUCTURE (modèle LOCPRIOR) à la suite des analyses de Hubisz et al. (2009). 
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- le modèle à fréquences alléliques non corrélées (FI ; les fréquences alléliques des 

différentes populations sont indépendantes) et le modèle à fréquence allélique 

corrélée (FC ; les fréquences alléliques des différentes populations sont considérées 

comme dérivant d’une même population ancestrale, avec un facteur de dérive 

spécifique pour chaque population) ont également été testés (20 x 2 = 40 modèles) ; 

ce dernier est une amélioration apportée à STRUCTURE suite aux travaux de Falush 

et al. (2003). 

 Résultats : jeu de données entier

Nous avons testé les 40 modèles sur les neuf jeux de données en utilisant une 

période de burnin de 20 000 générations suivies de 80 000 générations de mesure. 

Evanno et al. (2005) mentionnent que 10 000 générations de burnin suivies par 

10 000 générations de mesure permettent d’obtenir une convergence et que 

l’augmentation du nombre de générations (jusqu’à 106 générations) n’améliore pas la 

performance de l’algorithme. Les valeurs que nous avons utilisées sont donc 

largement suffisantes. 

Les résultats correspondant aux jeux de données basique, conservatif et très 

conservatif entiers (incluant tous les A. sturio et tous les A. oxyrinchus étudiés) sont 

présentés au tableau III-13 : 

- à paramètres par ailleurs égaux, les valeurs de lnP(D) sont supérieures pour les 

modèles FC par rapport aux modèles FI, ce qui était attendu car les modèles à 

fréquences alléliques corrélées sont plus efficaces que les modèles à fréquences 

alléliques indépendantes (Falush et al. 2003). Ces modèles FC ont également 

tendance à surestimer K (Falush et al. 2003), ce qui pourrait expliquer pourquoi 

certains d’entre eux conduisent à une probabilité maximale pour K = 4 groupes (alors 

que la majorité des modèles donne K = 3 populations). 

- à paramètres par ailleurs égaux, les valeurs de lnP(D) sont supérieures pour les 

modèles L par rapport aux modèles NL, ce qui était une nouvelle fois attendu car 

l’utilisation de l’origine géographique des échantillons comme information a priori 

améliore la performance des modèles lorsque les jeux de données sont peu 

informatifs (Hubisz et al. 2009) 

- à paramètres par ailleurs égaux, les valeurs de lnP(D) sont équivalentes entre 

modèles A et NA, le paramètre avec ou sans mélange n’est donc pas influant. 
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Le modèle à K = 3 groupes est généralement le plus probable, les groupes 

identifiés correspondant à (i) A. oxyrinchus, (ii) A. sturio zone atlantique et (iii) 

A. sturio zone méditerranéeo-pontique (incluant Méditerranée, Adriatique et mer 

Noire) (Figure III-77). La séparation des deux espèces était attendue, et la séparation 

des populations atlantiques par rapport aux populations méditerranéo-pontiques 

d’A. sturio est cohérente avec les observations réalisées sur la répartition 

géographique des allèles microsatellites. A noter que les résultats obtenus sont 

identiques entre les jeux de données basiques, conservatif et très conservatif, 

mettant en évidence la robustesse du signal. 

Dans quelques cas, le modèle à K = 4 populations apparaît comme le plus 

probable (lnP(D) maximal), mais l’observation de la représentation graphique des 

résultats n’indique pas de quatrième population tranchée (voire une discussion à ce 

sujet plus loin). Les modèles surestimant K sont par ailleurs tous basés sur la 

corrélation des fréquences alléliques, or les modèles FC sont connus pour avoir 

tendance à surestimer K (Falush et al. 2003). 

Figure III-77 : Exemple de résultat obtenu sur le jeu de données entier avec le 
modèle A + L + FC et K = 3. Chaque barre verticale (non visible mais de 
l'épaisseur de la dernière barre bleue à droite) correspond à un individu, dont la 
couleur dépend des probabilités d’assignation à chacun des trois groupes (bleu, 
vert et rouge pour les groupes 1, 2 et 3). L’origine et l’espèce de chacun des 
échantillons est précisée au-dessus et en dessous du graphe. 

Au final, le modèle le plus pertinent est donc le modèle A + L + FC avec K = 3 

groupes (représentation graphique à la figure III-77 ; données brutes au tableau III-

14).
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Tableau III-14 : Probabilité d’assignement des 101 individus, modèle A + L + FC 
avec K = 3. Le pourcentage de données manquantes est également indiqué. 
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 A noter que nous avons inclus dans l’analyse l’individu CH976 (spécimen du 

musée de Nice) dont l’origine géographique était inconnue a priori. Au vu de son 

génotype microsatellite, cet individu est assigné au groupe 3 (Figure III-77 et 

Tableau III-14), correspondant aux populations atlantiques d’A. sturio : ce spécimen 

a donc très probablement été pêché sur la façade atlantique. 

Afin de valider des résultats obtenus à partir du modèle A + L + FC, nous les 

avons répliqués 10 fois dans les mêmes conditions en faisant varier K entre 1 et 10. 

Les résultats obtenus sont très reproductibles jusqu’à K = 3 (variance très faible) puis 

deviennent plus irréguliers ensuite, soulignant l’absence de soutien solide des 
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modèles à partir de K = 4. De plus, l’application de la méthode d’Evanno et al. (2005) 

basée sur la pente de la courbe lnP(D) = f(K) indique une rupture entre K = 3 et 

K = 4, ce qui soutien encore le choix du modèle à K = 3 populations. L’analyse des 

résultats correspondant aux réplications du modèle A + L + FC sur le jeu de données 

conservatif est présentée à la figure III-78 ; des résultats similaires ont été obtenus 

sur les jeux de données basique et très conservatif (données non présentées). 

Figure III-78 : Détection de la valeur de K à partir de la méthode utilisée par 
Evanno et al. (2005). a) Probabilité postérieure des données (estimateur lnP(D)), 
moyennée sur 10 répétitions indépendantes pour chaque valeur de K entre 1 et 
10 ; les barres d’erreurs indiquent les écart-types. b) Taux de variation de la 
probabilité postérieure calculé par lnP(D)K’ = lnP(D)K – lnP(D)K-1

a)

b)
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 Résultats : sous-ensembles du jeu de données entier

La capacité de l’algorithme à détecter la structure dans un jeu de données 

dépend de celui-ci. Lorsque plusieurs niveaux de structures existent, l’algorithme a 

tendance à ne détecter que le niveau le plus marqué (Evanno et al. 2005). 

Afin de détecter d’éventuelles structurations génétiques plus fines, nous avons 

donc appliqué la même procédure que décrite ci-dessus en excluant du jeu de 

données A. oxyrinchus et les hybrides A. sturio x A. oxyrinchus. Dans ce cas, le 

modèle A + L + FC est encore le plus pertinent, et quelle que soit la qualité du jeu de 

données (basique, conservatif, très conservatif) la valeur de K la plus probable vaut 

2, correspondant encore une fois à la différenciation des populations atlantiques et 

méditerranéo-pontiques d’A. sturio (les résultats correspondent graphiquement à 

ceux de la figure III-77 sans le groupe rouge). 

L’application des mêmes analyses en excluant en plus les populations 

atlantiques d’A. sturio ne permet pas non plus de détecter une quelconque 

structuration des populations méditerranéo-pontiques : le modèle le plus probable est 

en effet A + L + FC avec K = 1 (les résultats correspondent graphiquement à ceux de 

la figure III-77 sans les groupes rouge et bleu). 

 Discussion des résultats

La qualité de notre jeu de données microsatellite s’est avérée suffisante pour 

que STRUCTURE puisse détecter la structuration nucléaire marquée entre A. sturio et 

A. oxyrinchus – dont nous avons discuté dans la partie II-B, et également mise en 

évidence par Ludwig et al. (2008).

Plus intéressant pour l’étude intraspécifique d’A. sturio, nous avons également 

pu établir la différenciation nucléaire des populations atlantiques et méditerranéo-

pontiques. Cette différenciation est indépendante de la réduction historique des 

effectifs de la population de Gironde depuis deux siècles, puisque les échantillons 

anciens sont eux aussi différenciés : il ne s’agit donc pas d’un artefact lié à la dérive 

génétique récente de la population girondine. 
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Malgré de multiples tests, nous n’avons pas détecté de structure plus fine à 

l’échelle de la région méditerranéo-pontique. Cette absence de structure peut 

s’expliquer biologiquement : les populations de la région n’étaient peut-être tout 

simplement pas différenciées. Cette hypothèse d’homogénéité nucléaire sur toute la 

région méditerranéo-pontique est néanmoins peu probable au vu des indices 

apportés par l’analyse de la répartition géographique des allèles microsatellites et 

des haplotypes mitochondriaux, qui suggèrent l’existence d’une différenciation plus 

fine à l’intérieur cette région (voir parties III-B-4-b et III-B-5-b).

L’absence de structure intra-sturio sur la région méditerranéo-pontique est 

plus probablement le signe d’un manque d’informativité de notre jeu de données : en 

effet, nous disposons finalement de peu d’échantillons sur la zone adriatique (15) et 

en Mer Noire (4), limitant les capacités de l’algorithme à détecter des structures 

génétiques fines (les fréquences alléliques estimées à partir de faibles effectifs sont 

de grossières approximations des fréquences réelles, il est donc difficile voire 

impossible que l’algorithme puisse identifier des populations dans cette situation). La 

preuve de cette limitation est l’absence de structuration détectée sur A. oxyrinchus,

alors que les 12 échantillons étudiés proviennent en fait de trois populations 

américaines différenciées (St-John, Delaware et Shark) (Ludwig et al. 2008). A noter 

néanmoins que sur certaines simulations, le modèle K = 4 identifie un quatrième 

groupe biologiquement envisageable, rassemblant les échantillons du Tibre et de la 

mer Noire (les groupes nommés Sx sur le tableau III-13 correspondent à cette 

situation) : ce groupe est peut-être un artefact lié au modèle FC, mais il pourrait 

également s’agir du regroupement de deux populations différentes sur la base de 

leur différences respectives avec les autres populations méditerranéennes (un peu 

comme un artefact de longues branches qui aurait tendance à regrouper les 

populations les plus divergentes ensemble sur un arbre phylogénétique). Un 

échantillonnage plus exhaustif dans la région méditerranéo-pontique et l’étude d’un 

plus grand nombre de marqueurs microsatellites sont les seules solutions qui 

permettront de mettre en évidence une structuration nucléaire plus fine au sein de 

l’espèce A. sturio.
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III-B-6 DISCUSSION DES DONNEES PHYLOGEOGRAPHIQUES

III-B-6-a Structuration géographique de la diversité génétique au niveau des grandes 

zones biogéographiques

 Cœur et périphéries de la distribution (Figure III-79)

La diversité génétique mitochondriale est bien plus importante au coeur de la 

distribution (Ibérie, Méditerranée, Adriatique) par rapport à ses marges (Atlantique-

Europe du Nord, Mer Noire).

Le même patron de diversité a été observé sur les microsatellites, malgré un 

volume de données restreint en raison de la moins bonne préservation de l’ADN 

nucléaire par rapport à l’ADNmt. 

Figure III-79 : Diversité génétique d’A. sturio sur son aire de répartition historique : 
représentation quantitative. Le gradient de rouge marque schématiquement le 
gradient de diversité. 
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Ce patron de diversité est indicatif d’une certaine stabilité temporelle des 

populations du cœur de la distribution. Les populations périphériques se sont elles 

probablement constituées plus récemment par effet fondateur, échantillonnant un 

sous-ensemble de la diversité génétique présente au cœur de la distribution. Une 

hypothèse envisageable est la colonisation de la marge nord-ouest (Atlantique-

Europe du Nord) à partir des populations ibériques atlantiques, et d’une colonisation 

de la marge sud-est (Mer Noire) à partir des populations de Méditerranée orientale. 

La validation de ce scénario nécessite une meilleure connaissance génétique des 

populations sources potentielles, les populations ibériques étant relativement mal 

connues et les populations de Méditerranée orientale totalement inconnues. 

Néanmoins de tels événements de colonisation ont été reportés pour de nombreuses 

espèces marines (Bernatchez & Wilson 1998). 

 Différences interrégions (Figure III-80)

Si la diversité génétique n’est pas quantitativement répartie de façon 

homogène sur l’aire de répartition historique de l’espèce, elle ne l’est pas non plus 

qualitativement.

 En effet, nous avons vu dans les parties précédentes que les différentes 

zones biogéographiques étaient caractérisées par une composition génétique 

spécifique, aussi bien au niveau mitochondrial que nucléaire. La distinction est 

d’autant plus marquée que les zones considérées sont éloignées, suggérant un 

isolement par la distance et donc des échanges restreints entre les zones. 

Zone atlantique vs méditerranéo-pontique

La distinction la plus marquée a été identifiée entre la zone atlantique et la 

zone méditerranéo-pontique, en particulier sur les microsatellites. Le détroit de 

Gibraltar (ou plutôt le front Almeria – Oran) constitue une barrière naturelle à l’origine 

de la différenciation des populations atlantiques et méditerranéennes chez de 

nombreuses espèces marines, aussi bien des plantes (Alberto et al. 2008) que des 

animaux et en particulier les poissons (Naciri et al. 1999; Bremer et al. 2005; 

Larmuseau et al. 2009).

Les espèces ayant connu des expansions récentes de leurs populations ou 

caractérisées par d’importants taux de migrations ne présentent généralement pas 

de différenciation Atlantique-Méditerranée (Stamatis et al. 2004; Bargelloni et al.
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2005), ce qui est cohérent avec une stabilité historique des populations d’esturgeons 

européens et de faibles échanges entre Atlantique et Méditerranée.

Au sein de la zone atlantique

La différenciation au sein de la zone atlantique est difficile à estimer au vu du 

faible volume de données génétique disponible en dehors de la façade atlantique 

française. Le cas de la mer Baltique est à part, car A. oxyrinchus a probablement 

remplacé A. sturio dans la région au cours du dernier millénaire (voir partie II-C-2), 

expliquant l’absence d’échantillons récents. La question du remplacement total ou 

partiel d’A. sturio par A. oxyirnchus plus au sud (jusqu’à la Loire et éventuellement la 

Gironde) a été discuté dans la partie II-C-2.  

Les populations au nord de la Gironde apparaissent moins variables au niveau 

mitochondrial, comparées aux populations ibériques : l’ancienne population baltique 

semble monomorphe, et les populations de la frontière espagnole à la mer du Nord 

ne sont pas beaucoup plus diverses, alors que les quelques échantillons espagnols 

analysés montrent une diversité élevée.

Comme discuté à la partie II-C-2, il est probable que la faible diversité 

observée à partir du golfe de Gascogne soit la conséquence d’une recolonisation 

post-glaciaire récente. Les populations sources à partir desquelles la recolonisation 

pourrait avoir eu lieu ne sont pas clairement identifiées, mais il s’agit selon toute 

vraisemblance des populations espagnoles (et peut-être de la Gironde si une 

population a subsistée dans ce bassin au cours de la dernière glaciation).

Une étude génétique approfondie des populations ibériques est nécessaire 

afin de valider cette hypothèse. Une telle étude permettrait également de valider la 

réalité de la séparation des populations atlantique et méditerranéo-pontiques. En 

effet, la différenciation marquée observée sur les microsatellites entre les populations 

méditerranéennes et les populations atlantiques françaises pourrait tout à fait être le 

résultat d’une dérive génétique liée à la recolonisation post-glaciaire récente des 

fleuves septentrionaux de la façade atlantique (la dérive ayant pour effet de 

différencier rapidement des populations qui ne le sont pas au départ ; voir par 

exemple Hoeck et al. 2010; Whiteley et al. 2010). 
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Au sein de la zone méditerranéo-pontique

 Une différenciation génétique existe au sein de la zone méditerranéo-pontique 

entre la Méditerranée occidentale, l’Adriatique et la Mer Noire.

La Mer Noire semble bien différenciée des deux autres régions analysées 

(haplotype majoritaire endémique au niveau mitochondrial, allèles microsatellites 

rares ailleurs) mais le volume de données génétiques disponibles pour cette région 

est trop faible pour que la différenciation soit statistiquement significative (expliquant 

l’absence de différenciation détectée sur les microsatellites avec le logiciel 

STRUCTURE, voir figure III-77). La faible diversité génétique (mitochondriale et 

nucléaire)  et la différenciation par rapport aux autres régions pontiques pourrait être 

le résultat d’une colonisation récente de la Mer Noire à partir des populations 

méditerranéennes, par effet fondateur après l’établissement du contact entre la mer 

méditerranée et la mer Noire il y a environ 10 ka (Aksu et al. 2002).

Tester cette hypothèse nécessite l’analyse d’un plus grand nombre 

d’échantillons de la Mer Noire, mais aussi et surtout de la Méditerranée orientale ; la 

similitude ou non des caractéristiques génétiques des esturgeons de la mer Egée 

(population du fleuve Evros par exemple) et de la mer Noire permettrait ainsi de 

trancher entre une colonisation récente de la mer Noire et une occupation plus 

ancienne. L’analyse d’échantillons de Méditerranée orientale permettrait également 

de tester l’hypothèse d’une différenciation génétique entre les zones occidentales et 

orientales de la Méditerranée. La difficulté principale est de trouver de tels 

échantillons, car le nombre de populations d’esturgeons en Méditerranée orientale 

était sans doute faible (Economidis et al. 2000) voir nul (Lassalle et al. 2010). 

 La différenciation entre Méditerranée occidentale et Adriatique est 

matérialisée par  l’absence du clade mitochondrial A en Adriatique, par l’identification 

d’un nombre important d’haplotypes mitochondriaux et d’allèles microsatellites 

endémiques sur chacune des régions, et par des fréquences haplotypiques et 

alléliques différentes entre les deux régions (Figures III-64 à III-66 et III-72 à III-74).

L’esturgeon européen n’est pas une exception, les populations de Vertébrés 

marins étant fréquemment différenciées au sein de la zone méditerranéenne, les 

principales distinctions concernant Méditerranée occidentale / orientale, mer 

Méditerranée / mer Adriatique, et mer Méditerranée / mer Egée (voir par exemple 
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Borsa et al. 1997; Zardoya et al. 2004; Domingues et al. 2005; Rolland et al. 2007; 

Natoli et al. 2008; Maggio et al. 2009; Coll et al. 2010; Vinas et al. 2010).

Au vu des informations qualitatives que nous venons de voir, la représentation 

de la figure III-79 peut être modifiée pour tenir compte de nos hypothèses 

paléobiogéographiques : le résultat est présenté à la figure III-80. 

Figure III-80 : Diversité génétique hypothétique d’A. sturio sur son aire de 
répartition historique : représentation quantitative et qualitative. Les couleurs 
différentes marquent schématiquement les différences de composition génétique, 
et l’intensité de la coloration marque le niveau de diversité. 

III-B-6-b Structuration géographique de la diversité génétique  au niveau 

populationnel

 Une population, des populations : dimension spatiale

 Chaque région biogéographique couvre un ensemble de bassins fluviaux dont 

certains étaient occupés par une population d’esturgeons européens, d’autres non 

(voir la figure I-10 pour une vision d’ensemble des populations historiques). Les 
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différentes régions considérées ne sont pas équivalentes en terme de nombre de 

populations et trois types de cas peuvent être distingués : 

1) certaines régions – atlantique ibérique, atlantique + mer du Nord – comportaient 

un nombre important de populations. Les informations génétiques disponibles sont 

issues d’un sous-ensemble de ces populations, il serait donc nécessaire d’ajouter 

des échantillons correspondant aux populations manquantes afin d’avoir une vision 

plus représentative de ces régions (par exemple ajouter des individus de l’Adour et 

du Rhin pour la zone atlantique). 

2) d’autres régions – Méditerranée occidentale, Adriatique – comportaient un faible 

nombre de populations, avec un ou deux bassins majeurs représentant sans doute 

l’écrasante majorité des effectifs. Nous avons échantillonné le Rhône et le Tibre en 

Méditerranée occidentale, le Pô et l’Adige en Adriatique : il est donc vraisemblable 

que la diversité modale de ces régions ait été bien appréhendée. L’ajout 

d’échantillons de l’Ebre en Espagne et de la Buna en Adriatique permettrait toutefois 

de décrire plus précisément la diversité intrarégionale. 

3) enfin les régions restantes – Méditerranée orientale, mer Noire, mer Baltique – 

comportaient un faible nombre de populations, dont les effectifs étaient sans doute 

faibles. L’esturgeon européen était l’espèce d’esturgeon la plus rare en mer Noire 

(Bacalbasa-Dobrovici & Holcik 2000), et il n’est pas garanti que des populations 

fonctionnelles aient existé de façon permanente en Méditerranée orientale (Lassalle

et al. 2010). Enfin, sa présence récente en mer Baltique n’est pas attestée (présence 

concurrente d’A. oxyrinchus ; Ludwig et al. 2002b). Tout échantillon est bon à 

prendre afin de mieux caractériser la présence d’A. sturio dans ces régions, les 

spécimens de musée que nous avons analysés en provenance de la Mer Noire ont 

une importance toute particulière. 

 Une population, des populations : dimension temporelle

 Une population d’esturgeons présente à l’instant t dans un bassin donné peut 

disparaître ou être remplacée par une autre population à l’instant t+1. Les 

évènements climatiques, géologiques et la compétition intra- ou interspécifique 

peuvent être à l’origine de telles variations.
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 Hormis pour le remplacement de la population baltique par A. oxyirnchus,

aucune donnée ne permet de postuler que de tels phénomènes ont eu lieu sur les 

populations d’esturgeons européens au cours des trois derniers millénaires. Si de 

tels remplacements ont eu lieu au niveau intraspécifique, ils se sont de toute façon 

probablement réalisés localement, l’installation d’une nouvelle population se faisant 

selon toute vraisemblance à partir des populations voisines les plus proches. Ainsi, si 

la composition génétique à l’échelle de la population peut avoir changé au cours des 

trois derniers millénaires, elle a peu varié à l’échelle de la région biogéographique. 

 Informations populationnelles

 Mis à part pour le Rhône (dont la situation sera discutée à la partie III-C), le 

nombre d’échantillons analysé par bassin fluvial est faible. Les interprétations au 

niveau populationnel sont donc limitées, mais il est tout de même possible de tirer 

certaines informations sur : 

1) la présence / absence d’une population d’esturgeons dans un fleuve ou une zone 

donnée. La composition génétique particulière des esturgeons du Tibre par exemple 

soutient la présence d’une population dans ce bassin. L’identification de séquences 

d’ADN spécifique d’A. sturio dans le Danube et en mer Noire confirme la présence de 

l’espèce sous forme de peuplements fonctionnels dans cette zone. La découverte de 

deux A. sturio et deux A. oxyrinchus en Loire permet d’envisager l’existence de 

populations d’esturgeons dans ce bassin, qui est considéré par Lassalle et al. (2010) 

comme transitoire ; la présence historique d’esturgeons en Loire est par ailleurs 

attestée par l’exhumation d’ossements datant du Moyen-Âge au château d’Angers 

(Museum d'Histoire Naturelle 2010). 

2) la différenciation des populations d’esturgeons à l’échelle régionale. Les 

échantillons des 19e et 20e siècles du Tibre sont génétiquement différents de ceux du 

Rhône ; cette différenciation est à confirmer par l’étude d’un plus grand nombre 

d’échantillons. La fidélité des esturgeons à leur fleuve natal explique probablement 

cette différenciation. 
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III-B-6-c Origine de la diversité génétique et facteurs ayant influencé sa répartition

 L’origine de la diversité est ancienne

D’après les estimations réalisées à partir de la région de contrôle, l’origine de 

la diversité génétique mitochondriale actuelle de l’esturgeon européen remonte entre 

1,5 et 15 Ma, avec une valeur probable aux environs de 6 Ma (Tableau III-12). Ce 

chiffre est vraisemblablement surestimé en raison de la divergence précoce 

d’A. oxyrinchus par rapport à A. sturio, mais il permet d’apprécier l’échelle de temps 

à laquelle les changements génétiques profonds se sont déroulés. Le faible taux 

d’évolution observé sur la région de contrôle (0,4% par Ma) explique la détection 

possible d’évènements évolutifs anciens. 

La période de diversification au sein d’A. sturio correspond approximativement 

à la crise Messinienne, caractérisée par la dessiccation de la mer Méditerranée à la 

fin du Miocène entre 5,96 et 5,33 Ma (Hsu et al. 1973; Krijgsman et al. 1999). Cet 

assèchement temporaire, lié à la fermeture des connections avec l’océan atlantique 

(Duggen et al. 2003), a profondément modifié l’écosystème marin méditerranéen. 

Dans un premier temps (5,96 à 5,59 Ma) la connection à l’océan Atlantique s’est 

réduite sans être coupée, provoquant une augmentation de la salinité défavorable 

aux espèces non résistantes (Rouchy & Caruso 2006), accompagnée d’un dépôt 

massif d’évaporites. Dans un second temps (5,59 à 5,33 Ma), la relation avec l’océan 

Atlantique a été rompu entraînant l’assèchement presque total de la Méditerranée, 

qui se serait alors transformée en un réseau de lac d’eaux plus ou moins douces 

(« lago mare ») alimenté par la convergence des fleuves majeurs que sont l’Ebre, le 

Rhône, le Pô et le Nil (Krijgsman et al. 1999) : les espèces purement marines ont 

alors probablement toutes disparues, alors que les espèces dulçaquicoles ont pu 

migrer facilement au sein du bassin méditerranéen (Tsigenopoulos et al. 2003). Avec 

l’ouverture du détroit de Gibraltar (vers 5,33 Ma), les eaux atlantiques ont pu à 

nouveau s’engouffrer en Méditerranée, dont le remplissage s’est probablement 

déroulé en quelques mois ou quelques années seulement (Blanc 2002; Garcia-

Castellanos et al. 2009) : les espèces marines ont alors pu réinvestir la région à partir 

de l’océan atlantique, alors que les espèces d’eau douce ont été fragmentées par la 

brusque hausse du niveau marin.  
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 Concernant l’esturgeon européen, deux hypothèses sont envisageables : 

1) soit les populations méditerranéennes ont disparues durant la crise messinienne, 

l’espèce ne devant sa survie qu’à l’existence de populations sur la façade atlantique. 

Dans ce cas, la recolonisation de la Méditerranée à la fin de la crise se serait 

produite à partir de ces populations atlantiques, par un effet fondateur à grande 

échelle, suivie d’une diversification importante ; 

2) soit les populations méditerranéennes ont survécu au sein du réseau de lacs plus 

ou moins saumâtres. Les distances entre les embouchures des fleuves étant 

réduites, les échanges entre populations auraient alors été favorisé. 

 Dans les deux cas, la crise messinienne a été accompagnée d’évènements 

démographiques majeurs, dont la trace génétique profonde est encore visible 

aujourd’hui.

 Impact des phénomènes récents sur la répartition de la diversité génétique

Les glaciations quaternaires : climat et eustatisme

 Le Pléistocène (2,59-0,01 Ma BP) est caractérisé par une succession de 

périodes glaciaires froides et de périodes interglaciaires plus chaudes (Petit et al.

1999; Ehlers & Gibbard 2007). Durant les périodes glaciaires, le permafrost et les 

calottes de glace s’étendaient sur la portion septentrionale des continents américains 

et eurasiatiques et une partie du plateau continental était émergée du fait de la 

baisse du niveau marin (VanAndel & Tzedakis 1996). 

Les périodes glaciaires ont eu un impact majeur sur les espèces animales, 

entraînant des modifications importantes de leur distribution, accompagnées de 

migrations et de variations démographiques significatives (Hofreiter & Stewart 2009). 

La répartition actuelle de la diversité génétique est ainsi marquée par les variations 

climatiques du Pléistocène pour beaucoup d’espèces terrestres (Hewitt 1996; 

Taberlet et al. 1998) et aquatiques (Bernatchez & Wilson 1998). Chaque évènement 

climatique estompant les conséquences du précédent,  l’empreinte la plus visible 

dans les populations actuelles correspond souvent à celle du dernier maximum 

glaciaire (LGM ; 30-25 ka BP) (Hofreiter et al. 2004). 
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Lors du LGM, les températures de surface en Europe étaient beaucoup plus 

froides qu’actuellement, avec une saisonnalité très marquée (Denton et al. 2005; 

Clark et al. 2009). Le permafrost atteignait 45-50°N, des calottes de glace couvraient 

le bouclier scandinave, les îles britanniques et les massifs montagneux, la banquise 

atteignait probablement la Bretagne et la plupart de fleuves européens étaient gelés 

pendant l’hiver (Renssen & Vandenberghe 2003; Toucanne et al. 2009). De plus, le 

niveau marin était inférieur de 120 m comparé à l’actuel (Lambeck & Chappell 2001; 

Clark et al. 2009), avec pour conséquences une émersion de la mer Baltique, de la 

mer du Nord et d’une partie de la mer Adriatique (VanAndel & Tzedakis 1996), ainsi 

que la déconnexion de la mer Noire et de la mer Méditerranée (Major et al. 2006). 

Ces conditions ont profondément affecté les esturgeons : 

1) la zone atlantique - Europe du Nord se résumait à quelques fleuves (Adour, 

Gironde-Garonne-Dordogne, Loire et fleuve Manche ; Toucanne et al. 2009), gelés 

l’hiver et sans doute trop froids le reste de l’année pour permettre la reproduction des 

esturgeons. Le fleuve le plus septentrional au sein duquel les esturgeons ont survécu 

pourrait être un des fleuves ibériques, ou peut-être l’Adour ou la Gironde. Lors de la 

déglaciation, c’est à partir de ces populations survivantes que les fleuves gelés 

pendant le LGM ont été recolonisés. La faible diversité génétique observée au nord 

de la péninsule ibérique et à partir de la Gironde soutient cette hypothèse.

La recolonisation des régions gelées durant le LGM s’est probablement 

déroulée progressivement avec le réchauffement du climat et la remontée du niveau 

marin. Elle a vraisemblablement débutée après 18 ka BP et la fin de la décharge 

massive des eaux de fonte glaciaires par l’intermédiaire du fleuve Manche et du 

paléo-Elbe (Toucanne et al. 2010). Le fleuve Manche drainait les eaux de la Seine, 

de la Tamise et du Rhin (plus les eaux de l’Elbe quand celui-ci ne se déversait pas 

vers le nord, ce qui est arrivé périodiquement durant la déglaciation) ; avec la 

remontée du niveau marin, ses anciens affluents devenus fleuves sont venus arroser 

la mer du Nord, dont l’immersion s’est terminée vers 10-8 ka BP (Streif 2004). 

L’histoire de la Baltique se résume quant à elle en trois grandes phases : immense 

lac glaciaire recevant les eaux de fonte du glacier scandinave (18-12 ka), la région 

s’est ensuite transformée en un réseau complexes de bassins plus ou moins 

connectés (12-8 ka), avant de devenir la mer actuelle suite à la submersion du détroit 
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d’Oresund par les eaux océaniques vers 8 ka (Bjorck 1995). La colonisation de la 

mer du Nord par les esturgeons a donc chronologiquement précédée celle de la 

Baltique. 

2) l’abaissement du niveau de la mer de 120 m par rapport au niveau actuel durant le 

LGM a conduit à une réduction de la largeur des détroits méditerranéens (Gibraltar, 

Sicile, Otrante) et à l’émersion des détroits séparant la mer Noire et la mer 

Méditerranée (Dardanelles, Bosphore ; figure III-81). Les échanges entre les régions 

ont donc été limités durant la dernière glaciation, renforçant la différenciation 

génétique. La subsistance d’esturgeons européens en mer Noire pendant la 

glaciation est envisageable, car elle était connectée à la Méditerranée durant 

l’interglaciaire précédent. Dans le cas où l’esturgeon européen n’était pas présent en 

mer Noire à la fin du LGM (soit parce qu’il n’y était pas lors de la fermeture des 

détroits, soit parce qu’il a disparu localement pendant la phase lacustre de la mer 

Noire qui a accompagnée le LGM), il a pu coloniser la zone lors de la réouverture 

des détroits qui s’est produite lors de la remontée du niveau marin il y a environ 

10 ka BP (Ryan et al. 1997; Major et al. 2006; Lericolais et al. 2009). La colonisation 

se serait alors opérée à partir des populations de la mer Egée. 

Figure III-81 : Relation entre la mer Noire et la mer Méditerranée. Le niveau 
marin lors du LGM (pointillés gris) était 120 m plus bas qu’aujourd’hui (trait plein 
gris), entraînant une émersion des détroits. La mer Noire et la mer de Marmara 
étant alors coupées du système océanique, elles sont devenues des lacs d’eau 
douce, dont le niveau dépendait des apports des fleuves bordiers. 
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3) l’abaissement du niveau marin durant le LGM a également conduit à une réduction 

de l’étendue du plateau continental immergé, et à une transition plus rapide entre la 

côte et les grandes profondeurs. Or les esturgeons – lors de leur phase marine – se 

nourrissent  uniquement sur le plateau continental, à des profondeurs relativement 

faibles ne dépassant pas 100 m. Les aires favorables à l’alimentation des adultes ont 

donc diminué pendant le LGM, ce qui a pu conduire à une diminution des effectifs. 

Figure III-82 : Répartition probable des esturgeons européens lors du dernier 
maximum glaciaire (30-25 ka BP).  Les glaciers sont indiqués par une chape 
blanche (FIS : calotte scandinave, BIIS : calotte des îles britanniques), la limite 
sud du permafrost continu par des tirets noirs et la limite sud du permafrost 
discontinu par des tirets gris. Le trait de côte est marqué par des tirets bleus et le 
tracé des fleuves a été prolongé sur le plateau continental émergé. Les couleurs 
et leur intensité marquent de la même façon que dans la figure III-80 les aspects 
qualitatifs et quantitatifs de la diversité génétique supposée de l’époque. 
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Compétition interspécifique

 Nous en avons discuté à la partie II-C-2, les interactions entre A. oxyrinchus et 

A. sturio ont probablement influencé la répartition historique des deux espèces en 

Europe du Nord (répartition dont les modalités spatio-temporelles ne sont d’ailleurs 

pas encore totalement élucidées). L’arrivée d’A. oxyrinchus en Europe étant 

vraisemblablement concomitante de la déglaciation, et les deux espèces ayant des 

caractéristiques écologiques relativement proches, les deux espèces sont sans doute 

entrées en compétition pour la colonisation des habitats libérés des glaces. 

A. oxyrinchus aurait été favorisé par sa plus grande tolérance aux conditions 

climatiques froides, A. sturio étant quant à lui favorisé par la proximité de populations 

importantes établies plus au sud (permettant un flux migratoire constant, même si 

probablement faible). La compétition interspécifique avec A. oxyrinchus a pu (i) 

prévenir la colonisation de certains fleuves par A. sturio, (ii) conduire au 

remplacement local d’A. sturio par A. oxyrinchus et/ou (iii) à la limitation des effectifs 

des populations d’A. sturio en compétition avec A. oxyrinchus.

De nouvelles données archéologiques permettront certainement très 

prochainement de clarifier les relations entre les deux espèces en mer du Nord et en 

France.

 En mer Noire, A. sturio était l’espèce la moins fréquente parmi six (les cinq 

autres étant A. ruthenus, A. gueldenstaedtii, A. stellatus, A. nudiventris et H. huso).

Si A. sturio est arrivé en mer Noire lors de l’ouverture des détroits il y a 8 ka, son 

installation permanente dans la région a vraisemblablement été conditionnée par 

l’utilisation d’une niche écologique inexploitée ou partiellement exploitée par les 

autres espèces. 

Anthropisation

Le facteur qui a eu le plus d’impact sur la répartition actuelle de la diversité 

génétique de l’esturgeon européen est bien entendu l’Homme. Par ses actions, il a 

entraîné la disparition de toutes les populations sauf celle de Gironde. Plus de 75% 

de la diversité nucléaire et plus de 95% de la diversité mitochondriale de l’espèce ont 

ainsi été érodé par sa faute en quelques siècles. 
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 L’impact humain est tellement important qu’il a effacé quasiment toutes les 

traces génétiques des évènements évolutifs antérieurs, qui sont désormais 

principalement accessibles par le biais de la paléogénétique. 

 Bilan

 Pour résumer, la diversité génétique qui était présente sur l’aire de répartition 

historique de l’esturgeon européen a une origine ancienne. Cette diversité a été 

remodelée par des évènements récents – par exemple les glaciations Pléistocènes – 

et a été quasiment totalement perdue sous l’action anthropique. 

III-B-6-d Comparaison avec A. oxyrinchus en Amérique

 Répartition de la diversité génétique chez A. oxyrinchus

 Les populations américaines d’A. oxyrinchus étant encore relativement 

nombreuses, la diversité génétique de l’espèce est relativement mieux connue que 

pour A. sturio (Figure III-83). 

Figure III-83 : Répartition de la diversité 
génétique d’A. oxyrinchus sur son aire de 
répartition actuelle. La couleur rouge 
marque A. o. oxyrinchus, la couleur 
violette A. o. desotoi. Construit à partir des 
données de Waldman et al. (2002) et 
Grunwald et al. (2007). 

 Les populations septentrionales occupant les fleuves gelés durant la dernière 

glaciation – du Saint-Laurent à l’Hudson – sont génétiquement peu diverses. 

L’haplotype mitochondrial majoritaire chez A. oxyrinchus se retrouve fixé dans ces 

populations nordiques (Wirgin et al. 2000), et la diversité microsatellite y est faible 

(Wirgin et al. 2002). La recolonisation post-glaciaire de ces fleuves se serait déroulée 
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par effet fondateur il y a environ 10-12 ka BP. Le cas de l’Hudson est un peu 

particulier dans le sens où la diversité génétique n’y est pas aussi faible que dans le 

Saint-Laurent, le Saint-John ou la Kennebec (Wirgin et al. 2000; Wirgin et al. 2002). 

 Les autres populations de la façade atlantique montrent une diversité 

génétique importante, croissante vers le sud. Le nombre d’haplotypes 

mitochondriaux  différent atteint 18 dans le fleuve Savannah en Caroline du Sud 

(Grunwald et al. 2007). 

 Les populations du Golfe du Mexique sont géographiquement séparées des 

populations atlantiques par la pointe de Floride. Elles sont génétiquement 

différenciées puisqu’elles appartiennent à la sous-espèce A. oxyrinchus desotoi

(Waldman et al. 2002 ; voir la figure 2 de l'article n°2). 

 Parallèle avec A. sturio

 La marge nord de la distribution des deux espèces – populations canadiennes 

d’A. oxyrinchus, populations nord européennes d’A. sturio – présente une faible 

diversité génétique, probablement en liaison avec la recolonisation post-glaciaire. La 

population la plus septentrionale ayant survécu à la dernière glaciation pourrait être 

l’Hudson pour A. oxyrinchus et la Gironde pour A. sturio.

 La diversité génétique est maximale au cœur de la distribution pour les deux 

espèces, de la Floride à New York pour A. oxyrinchus, et de l’Ibérie à l’Adriatique 

pour A. sturio. Au sein de ce cœur, différentes zones – où la diversité est 

qualitativement variable – se différencient pour chacune des deux espèces. 

 Enfin, un bassin plus ou moins isolé – le Golfe du Mexique pour A. oxyrinchus,

la mer Noire pour A. sturio – est présent à la marge de la distribution. Cette zone 

présente une spécificité marquée pour A. oxyrinchus (sous-espèce A. o. desotoi),

beaucoup moins pour A. sturio, suggérant un isolement ancien dans le premier cas, 

et plus récent dans le second. 
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III-C SUIVI DANS LE TEMPS DE LA POPULATION RHODANIENNE

 Nous l’avons vu, les échantillons d’A. sturio analysés au niveau génétique ne 

sont pas répartis de façon homogène dans le temps et l’espace.

Seules les zones atlantique - Europe du Nord et Méditerranée occidentale 

peuvent faire l’objet de comparaison temporelle (Figure III-84). Les contributions des 

bassins Gironde-Garonne-Dordogne et Rhône au sein de ces zones sont les plus 

importantes, nous allons donc nous intéresser à ces deux populations. Le nombre 

d’échantillons anciens étant beaucoup plus faible pour la Gironde, nous allons nous 

focaliser sur le cas du Rhône.

Figure III-84 : Disponibilité spatio-temporelle des résultats mitochondriaux sur 
A. sturio. Visualisation sur le réseau de la figure III-61 (mêmes couleurs, même 
orientation) des haplotypes présents dans chaque région pour les échantillons 
archéologiques, les échantillons de musée et les échantillons actuels. Les 
haplotypes grisés sont absents pour la période et la zone considérée. 
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III-C-1 DONNEES HISTORIQUES SUR LA POPULATION DU RHONE

III-C-1-a Jadis une population florissante

 Références historiques

La présence de l’esturgeon dans le Rhône est rapportée dans des textes du 

Moyen-Âge. Signe de sa valeur, les premiers esturgeons pêchés au printemps (lors 

de la migration de reproduction vers l’amont) devaient être remis en titre de 

redevance aux comtes de Provence (Vial 1904 ; Brosse et al. 2009b) ou aux 

abbayes locales, dont celle de Montmajour (De Marin de Carranrais 1877). 

L’esturgeon était commun à cette époque : Cloquet (1819b) fait en effet 

référence à la charte d’Estiennette, comtesse de Provence, qui en 1063 mentionne la 

présence sur le Rhône de bateaux spécialement dédiés à la pêché à l’esturgeon. 

 Données archéologiques

  Des milliers d’ossements d’esturgeon datant du 6e au 2e siècle avant notre ère 

ont été exhumés sur le site du Jardin d’Hiver à Arles (au bord du Rhône, à 50 km de 

l’embouchure). Ces restes correspondent probablement à plusieurs centaines 

d’individus pêchés dans le Rhône, indiquant une population conséquente et une 

pêche importante dès l’Antiquité. L’analyse morphométrique de 70 pièces osseuses 

uniques montre que la moitié des esturgeons pêchés étaient adultes et qu’un tiers 

d’entre eux avait probablement plus de 25 ans, suggérant l’absence de surpêche 

(Desse-Berset 1994). 

III-C-1-b Une extinction rapide

 De la baisse des captures à l’extinction

Au 19e siècle, plusieurs centaines d’esturgeons étaient encore capturés 

annuellement dans le Rhône au printemps. Ce chiffre est tombé à une centaine 

d’individus en 1876, puis à une dizaine par an au début du 20e siècle (Guénaux 1923 

cité dans Desse-Berset, 1994). Les captures sont ensuite devenues irrégulières 

jusqu’à l’extinction de la population : les derniers juvéniles ont été observés dans le 
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Rhône au début des années 1970 et le dernier adulte en 1974 (Figure III-85). Deux 

esturgeons adultes ont également été capturés en 1989 au large du delta du Rhône. 

La dernière reproduction s’est donc probablement déroulée à la fin des 

années 1960 ou au début des années 1970. A partir de là, la population a perdu sa 

fonctionnalité et s’est éteinte.

Figure III-85 : Relevé des dernières captures d’esturgeons du Rhône (modifié 
d'après Tabardel 1994 ; Brosse et al. 2009). Les points rouges marquent les 
captures d’adultes, les points jaunes les captures de juvéniles et subadultes. 

 Causes de l’extinction

 Comme pour les autres populations d’esturgeons européens, la diminution 

des effectifs dans le Rhône est principalement liée (i) à la surpêche et (ii) à la 

destruction de l’habitat (Gessner 2000).

Nous l’avons vu, la pêche à l’esturgeon sur le Rhône était déjà importante 

dans l’Antiquité et au Moyen-Âge. Avec l’industrialisation et l’absence de régulation 

des pêches, la pression sur les esturgeons s’est faite de plus en plus forte à partir du 

19e siècle, conduisant au déclin. 
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Parallèlement à cette industrialisation de la pêche, le Rhône a subi une 

anthropisation intense. A partir de la fin du 18e siècle, des travaux ont été entrepris 

afin de stabiliser le cours du fleuve et de permettre sa navigabilité (Blanchard 1920), 

et l’aménagement s’est généralisé à partir de la fin du 19e et au 20e siècle. Le 

premier aménagement hydroélectrique en aval des Alpes est réalisé à Cusset en 

1899 (quelques kilomètres en amont de Lyon) ; une vingtaine d’autres 

aménagements sont construit au cours du 20e siècle sous l’impulsion de la 

Compagnie Nationale du Rhône, conduisant à la canalisation du fleuve en 21 paliers 

successifs (Bouchet 1980). Les barrages limitant la remontée des poissons et 

modifiant le régime du fleuve (diminution des courants et du transport de sédiments), 

ils ont conduit à une réduction des aires favorables à la reproduction des esturgeons. 

A noter que le premier aménagement rencontré en partant de l’embouchure est celui 

de Vallabrègues ; situé entre Avignon et Arles à environ 70 km de la mer, cet 

aménagement a été achevé en 1970, période correspondant aux dernières 

reproductions d’esturgeons dans le Rhône. 

L’industrie et l’agriculture ont également participé à la réduction de l’habitat 

favorable aux esturgeons. Les frayères des esturgeons correspondent en effet 

généralement à des zones où le substrat est granuleux et où le courant est compris 

entre 0,5 et 2 m.s-1 (Jego et al. 2002) : plusieurs millions de m3 de graviers ont été 

extraits du Rhône annuellement depuis le début du 20e siècle, détruisant 

probablement la majorité des frayères. De plus, l’irrigation et l’industrie prélèvent 

chaque année d’importants volumes d’eau, réduisant le débit du fleuve dans sa 

partie aval. Enfin, la pollution engendrée par l’utilisation des engrais, des pesticides 

et par l’industrie chimique n’a sans doute pas non plus été favorable aux esturgeons. 

III-C-2 ECHANTILLONS BIOLOGIQUES DISPONIBLES SUR LE RHONE

III-C-2-a Spécimens de muséum, naturalisés ou alcoolisés

 Liste des spécimens

 18 esturgeons des 19e et 20e siècles ont été échantillonnés dans les 

collections zoologiques des muséums d’histoire naturelle : huit spécimens ont été 

capturés dans le Rhône et ses affluents, et dix en mer Méditerranée à moins de 
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200 km de l’embouchure du fleuve (Figure III-86). La liste correspond au dataset de 

l’article n°5 (portion concernant les échantillons de musée) dans l’annexe 3. 

 La recherche de spécimens rhodaniens a été exhaustive (Brosse et al. 2009b 

; cette thèse) : nous avons probablement échantillonné la majorité sinon la totalité 

des individus conservés dans les collections zoologiques disponibles. 

Figure III-86 : Origine 
des spécimens de musée 
du bassin versant du 
Rhône. Le nombre 
d’individus est indiqué 
dans les cercles. 

 Précisions sur le lieu de capture

 Les individus capturés dans le Rhône ou ses affluents appartiennent avec 

certitude à la population rhodanienne.

Ceux capturés en mer appartiennent probablement à cette population mais 

pourraient également provenir de populations voisines telles que celles de l’Ebre ou 

du Tibre. Lors des analyses à suivre, nous avons postulé qu’ils provenaient de la 

population du Rhône. 
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III-C-2-b Restes archéologiques

 Quatre sites archéologiques différents

Site du Jardin d’Hiver, ville d’Arles

 Le site archéologique du Jardin d’Hiver correspond à la ville préromaine 

d’Arles, crée par les Phocéens ou les Massaliotes (Heijmans & Sintès 1994). Le site 

est situé sur les bords du Rhône (Figure III-87), et son occupation couvre un peu plus 

de trois siècles, de 525  jusqu’à 175 av. J.-C. Le quartier fut ensuite probablement 

abandonné jusqu’à la colonisation romaine vers 45 av.J.-C. (Arcelin et al. 1999). 

 Plus de 2 500 restes osseux d’esturgeons ont été exhumés du site du Jardin 

d’Hiver, couvrant l’ensemble de la période d’occupation préromaine. Leur analyse 

archéozoologique a permis de mettre en évidence une population d’esturgeons 

relativement équilibrée et soumise à une pêche peu sélective (Desse-Berset 1994).

Les pièces retrouvées (os des nageoires et plaques dermiques essentiellement) 

indiquent une préparation locale, les esturgeons ont donc très probablement été 

pêchés à proximité, dans le Rhône. 

 Les analyses génétiques ont été réalisées sur 41 ossements d’esturgeons 

correspondant à 41 individus différents, sélectionnés sur des critères 

archéozoologiques et stratigraphiques par Nathalie Desse-Berset (Université de Nice 

Sophia-Antipolis, France) 

Site de Lattara, ville de Lattes

 Le site archéologique de Lattara correspond à un comptoir Etrusque ou 

Massaliote situé dans la plaine deltaïque du Lez, fleuve côtier mineur débouchant sur 

la mer Méditerranée à une cinquantaine de kilomètres à l’ouest du Rhône (Figure III-

87). L’occupation du site s’étend du 6e siècle av. J.-C. au 2e siècle ap. J.-C.(Py & 

Garcia 1993). 

 De nombreux restes de poissons ont été exhumés sur le site, témoignant 

d’une pêche en milieu lagunaire jusqu’au début du 1er siècle av. J.-C. puis d’une 

pêche plutôt maritime ensuite (Sternberg 1998). Les restes d’esturgeons sont peu 

représentés sur le site (une quinzaine d’écailles environ) et correspondent donc 
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probablement à une pêche accidentelle dans le Lez, la lagune ou la mer 

Méditerranée proche. 

Les analyses génétiques ont portées sur cinq restes d’esturgeons 

correspondant à cinq individus différents, sélectionnés sur des critères 

archéozoologiques et stratigraphiques par Gaël Piquès (Université Montpellier 3, 

France).

Site du Parc Saint-Georges, ville de Lyon

 Le site archéologique du Parc Saint-Georges à Lyon correspond au 

comblement d’un ancien bras de la Saône pendant la période romaine, au cours du 

3e siècle ap. J.-C. (Figure III-87). La présence d’un port à cet endroit est attestée par 

la découverte de nombreuses amphores et de bateaux à fond plat (Gaël Piquès, 

communication personnelle).

 14 fragments d’aiguillon pectoral d’esturgeon ont été découverts sur ce site, 

provenant probablement de la même pièce et correspondant donc à un seul individu. 

Un seul fragment a été utilisé pour les analyses génétiques. L’origine de cet 

esturgeon est incertaine : il pourrait s’agir d’un poisson pêché localement dans la 

Saône ou le Rhône, ou bien d’un reste importé (par exemple une salaison) provenant 

de la partie aval du Rhône. 

Site de Montmajour, ville d’Arles

 Le site archéologique de Montmajour est associé à l’abbaye du même nom, 

située à proximité de la ville d’Arles (Figure III-87).  

 Huit échantillons correspondant à huit individus différents ont été sélectionnés 

sur des critères archéozoologiques et stratigraphiques par Nathalie Desse-Berset. 

Ces échantillons datent du 4e au 18e siècle de notre ère et correspondent 

probablement aux restes d’esturgeons préparés localement par les moines. Il est 

possible que ces esturgeons correspondent à ceux donnés par les pêcheurs en 

redevance (De Marin de Carranrais 1877) 

La liste des échantillons archéologiques disponibles sur le Rhône correspond 

au jeu de données de l’article n°5 (portion concernant les échantillons 

archéologiques) dans l’annexe 3. 
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Figure III-87 : Origine des restes archéologiques du bassin versant du Rhône. Les 
sites du Parc Saint-Georges (Lyon), de Montmajour, du Jardin d’Hiver (Arles) et de 
Lattara (Lattes) sont replacés dans leur contexte géographique (à gauche) ; les zones 
quadrillées correspondent aux cités antiques, les cercles à l’emplacement des sites 
archéologiques et au nombre d’échantillons d’esturgeons étudiés. 

III-C-3 RESULTATS PALEOGENETIQUES ET DISCUSSION

III-C-3-a Apports des données mitochondriales

 Description de la diversité

 La diversité mitochondriale de la population rhodanienne a peu évolué au 

cours des 2500 dernières années (Figure III-88) : 
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- les trois haplogroupes sont présents sur toute la période (avec dans l’ordre 

d’importance C, A et B), ce qui est caractéristique du hotspot de diversité de l'espèce 

en Méditerranée occidentale. 

- les haplotypes As2 et As3 sont les plus fréquents, portés respectivement par 39 et 

18 individus sur 67 (soit 58% et 27%). As2 reste l’haplotype majoritaire sur toute la 

période. As3 semble quant à lui plus fréquent avant le début de notre ère (16 

individus sur 47 soit 34%) qu’après (2 individus sur 20 soit 10%). Les autres 

haplotypes ne sont pas retrouvés régulièrement au cours du temps, du fait de leur 

faible fréquence. 

Figure III-88 : Répartition temporelle des haplotypes mitochondriaux de la 
population rhodanienne. Le réseau est identique à celui de la figure III-61. Les 
haplotypes présents sont colorés et le nombre d’occurrence est indiqué. La barre 
grisée marque la période de mort des spécimens. 

 Les diversités haplotypiques et nucléotidiques de la population du Rhône n’ont 

pas non plus connu de variations importantes au cours des 2500 dernières années 

(Figure III-89). Contrairement à ce que nous pouvions attendre, la diversité génétique 
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mitochondriale de la population rhodanienne n’a donc pas subi d’érosion évidente, 

malgré la chute des effectifs. En particulier, les échantillons les plus récents – qui 

précèdent l’extinction de la population de moins de trois siècles – ne sont pas moins 

divers que les échantillons d’âge intermédiaire ou ancien. Il est probable que le 

temps de génération élevé de l’esturgeon européen explique la rétention importante 

de diversité dans la population rhodanienne. L’arrivée dans la population 

rhodanienne d’individus provenant d’autres populations n’est pas exclue non plus. 

Figure III-89 : Evolution de la 
diversité génétique mitochondriale 
rhodanienne au cours du temps. 
Ancien : tous les restes du Jardin 
d’Hiver et de Lattes, -550 à -150 
av. J.-C. Intermédiaire : restes de 
Montmajour du 10e au 12e siècle. 
Récent : échantillon de 
Montmajour du 18e siècle et 
échantillons de musée. 

 Modélisation de l'évolution démographique dans le Rhône

Afin de comparer la vraisemblance des hypothèses de constance 

démographique et de chute démographique, nous avons effectué une simulation à 

l'aide du logiciel Beast (Drummond & Rambaut 2007). Le modèle nul est l’absence 

de variations démographiques de la population d’esturgeons du Rhône au cours des 

2 500 dernières années. Le modèle alternatif implique des variations 

démographiques (a priori une chute des effectifs). 

 Le jeu de données que nous avons utilisé regroupe toutes les séquences du 

fragment Dlo-5’ disponibles sur le Rhône (voir résultats de la Figure III-88 et dataset 

XX de l’Annexe II). L’âge des séquences a été pris en compte afin de tester les 

hypothèses démographiques. 
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 Lors des analyses, nous nous sommes heurtés à deux problèmes majeurs : 

1) le jeu de données étant basé sur le fragment Dlo-5’ uniquement, il est beaucoup 

moins informatif que celui que nous avons utilisé précédemment qui utilisait les 

informations de la région de contrôle entière (voir partie III-B-4-b). Le séquençage de 

la région de contrôle entière pour tous les échantillons du Rhône eut été nécessaire 

afin d’obtenir les meilleures estimations possibles, mais ce travail eut été long et 

coûteux pour un résultat incertain. De plus, certains échantillons pour lesquels l’ADN 

est relativement mal préservé n’auraient pas pu être analysé sur l’ensemble de la 

région de contrôle, le matériel étant disponible en quantité limitante. 

2) le jeu de données ne comporte que des séquences d’A. sturio, puisque l’objectif 

est d’estimer les paramètres démographiques de la population rhodanienne. Sans 

groupe externe, le logiciel estime le taux d’évolution à partir de l’âge des séquences. 

Les séquences dont nous disposons étant récentes,  la conséquence est une 

surestimation importante du taux d’évolution. La différence observée entre le taux 

d’évolution à court terme et le taux d’évolution à long terme est appelée 

« dépendance au temps des horloges moléculaires » (Ho et al. 2005 ; Ho et al.

2007). Dans notre cas, le taux d’évolution à long terme estimé à la partie III-B-4-b est 

de 0,4% par site par million d’année ; les premières analyses réalisées à partir du jeu 

de données sur le Rhône conduisaient à des estimations de l’ordre de 35% par site 

par million d’année (soit un taux d’évolution 100 fois plus rapide).  

 Hypothèses a priori : 

- afin de limiter le biais lié à la dépendance au temps, nous avons contraint le taux 

d’évolution a priori entre 0,1 et 10% par site par million d’années. Nous avons laissé 

une gamme de variation afin de tenir compte de hétérogénéité du taux d’évolution le 

long de la région de contrôle (la portion Dlo-5’ n’évoluant pas forcément au même 

taux que l’ensemble de la région de contrôle).

- nous avons également considéré que l’horloge moléculaire est fixe et qu’il n’y a 

donc pas de différences de taux d’évolution le long des branches. 

- les séquences du Rhône couvrant une bonne partie de la diversité de l’espèce 

A. sturio, nous avons contraint l’âge de la racine entre 100 ka et 20 Ma, avec une 

valeur de départ de 6 Ma proche des estimations réalisées à la partie III-B-4-b. 
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- la taille efficace de la population ne pouvant être infinie, nous avons également 

choisi de borner la recherche de la meilleure estimation dans l’intervalle 100 à 

10 000 000, ce qui n’est pas une contrainte très lourde.

 Modélisation : résultats préliminaires

Modèle « effectif constant »

 Dans un premier temps, nous avons réalisé une simulation en postulant une 

taille efficace de la population rhodanienne constante au cours du temps (mais en 

laissant au logiciel le soin d’estimer cette valeur) : le modèle « constant size » de 

Beast a été utilisé. A l’issu de 50 millions de générations MCMC – avec 

échantillonnage toutes les 5 000 générations, pour un total de 10 000 valeurs 

échantillonnées – les résultats analysés avec le logiciel Tracer (Drummond & 

Rambaut 2007) indiquent un échantillonnage suffisant des paramètres du modèle, 

dont les estimations sont figurées dans le Tableau III-15. Ces résultats sont 

préliminaires dans le sens où la paramétrisation du modèle est encore perfectible. 

Tableau III-15 : Estimation des paramètres du modèle « taille constante » avec Beast. 

 Les estimations des paramètres sont peu précises, comme en témoignent les 

intervalles de confiance à 95%.  
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L’âge de la racine ressort à 1,5 Ma (95% de confiance : 0,1 - 6,3 Ma), soit 

moins que l’âge de l’origine de la diversité mitochondriale chez A. sturio estimé 

précédemment (partie III-B-4-b). Cette différence est à mettre en relation avec le taux 

d’évolution qui est ici estimé à 5,2% par site par million d’année (95% : 0,08 - 17%), 

contre 0,4% précédemment (partie III-B-4-b).  

La taille efficace de la population multipliée par le temps de génération ressort 

à 840 000 (95% : 17 000 - 3 600 000) ; en considérant un temps de génération de 15 

ans pour l’esturgeon européen, la taille efficace de la population rhodanienne est 

estimée à 56 000 reproducteurs (95% : 1 100 - 240 000). En postulant que la taille 

réelle de la population est 10 fois supérieure à la taille efficace (Frankham 1995b ; 

Frankham et al. 2002), cela donne une population d’environs 560 000 esturgeons 

dans le Rhône (95% : 11 000 – 2 400 000). Comme mentionné précédemment, cette 

estimation est peu précise. Elle repose en effet sur un jeu de données limité et sur 

l’hypothèse d’une taille constante depuis au moins 2 500 ans, alors que nous savons 

que la taille a décru au moins au cours des 19e et 20e siècle jusqu’à l’extinction. 

Modèle « effectif variable »

 Dans un second temps, nous avons réalisé une simulation en postulant des 

variations démographiques au cours du temps (là encore, en laissant au logiciel le 

soin de déterminer ces variations) : le modèle « bayesian skyline » linéaire de Beast 

a été utilisé. Là encore, à l’issu des 50 millions de générations MCMC les résultats 

indiquent un bon échantillonnage des paramètres du modèle, avec une 

vraisemblance (- 363,1 ± 10) néanmoins légèrement inférieure à celle du modèle à 

effectif constant. Afin de déterminer si le modèle avec variations démographiques est 

mieux adapté à la population rhodanienne que le modèle avec population constante, 

nous avons calculé le facteur bayésien à partir des vraisemblances marginales des 

deux modèles. L’estimation obtenue à partir de 1 000 bootstrap grâce au logiciel 

Tracer vaut 1,1 ce qui ne permet pas de rejeter le modèle constant. Sur la seule base 

des informations génétiques mitochondriales, il est impossible de conclure à une 

baisse des effectifs de la population du Rhône entre 500 av. J.-C. et le 20e siècle. 

- 380 -



DIVERSITE INTRASPECIFIQUE CHEZ A. STURIO : ETUDE DIACHRONIQUE

III-C-3-b Apports des données nucléaires

 Description de la diversité

 Les échantillons les plus anciens sont très divers et portent de nombreux 

allèles. Les allèles présents sur les échantillons récents constituent un sous-

ensemble des allèles présents sur les échantillons anciens, signe d’une certaine 

perte de diversité (Figure III-90). La diversité nucléaire semble donc avoir été plus 

sensible à la baisse des effectifs que la diversité mitochondriale, ce qui était attendu 

pour un marqueur présentant un bien plus grand nombre d'allèles rares. 

Le calcul du nombre d’allèles efficace par locus (=1/(f0² + ... + fk²) où fk est la 

fréquence du kième allèle) permet de mieux caractériser la perte de diversité 

allélique au cours du temps, les variations de taille des échantillons étant prises en 

compte (Figure III-91). En effet, pour les trois locus les plus informatifs, le nombre  

efficace d’allèles diminue entre les échantillons les plus anciens et les plus récents. 

La valeur passe de 6 à 3,5 pour LS68, de 10,5 à 5 pour Aox23 et de 5,5 à 3,5 pour 

AoxD161 soit une diminution de 48 à 63%. Cette réduction de la diversité allélique 

résulte probablement de la baisse des effectifs de la population du Rhône peu avant 

son extinction. 

Figure III-91 : Evolution du 
nombre d’allèles efficace au 
cours du temps pour les 
locus LS68, Aox23 et 
AoxD161.
Rhône ancien (n=47) = tous les 
restes du Jardin d’Hiver et de 
Lattes, - 550 à -150 av. J.-C.  
Rhône intermédiaire (n=6) = 
échantillons de Montmajour du 
10e au 12e siècle.
Rhône récent (n=13) = 
échantillon de Montmajour du 
18e siècle et échantillons de 
musée.
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Figure III-90 (page précédente) : Répartition temporelle des allèles microsatellites
de la population rhodanienne, pour les locus LS54, LS68, Aox23 et AoxD161. Le 
code couleur par locus est identique à celui des figures III-71, III-72, III-73 et III-74. 
La correspondance entre camembert et échantillon est similaire pour les quatre 
locus, et est explicitée pour le locus LS54. A : Musée, B : Montmajour 18e siècle, C : 
Montmajour 10-12e siècles, D : Montmajour 4-6e siècles, E : Parc Saint-Georges, F : 
Lattes, G : Jardin d’Hiver récent (< 300 av. J.-C.), H : Jardin d’Hiver intermédiaire 
(300 - 400 av.J.-C.), I : Jardin d’Hiver ancien (> 400 av. J.-C.). 

 Modélisation

Il est pour l’instant impossible de modéliser la démographie des populations à 

partir de données microsatellites avec Beast. 

Néanmoins, nous avons testé la structuration des génotypes de la population 

du Rhône avec le logiciel STRUCTURE. Nous avons réalisé le même type d’analyse 

qu’à la partie III-B-5-c en utilisant uniquement les échantillons du Rhône (dataset de 

l’article n°5 dans l’annexe 3), et aucune structuration n’a encore une fois été 

détectée. La perte de diversité observée entre Rhône ancien et Rhône récent 

consistant principalement en un sous échantillonnage des allèles (Figure III-90), il 

n’est pas étonnant que les échantillons ne soient pas différenciés génétiquement. 

III-C-4 Discussion 

III-C-4-a La population ancienne du Rhône : une population d’esturgeon équilibrée

 Les informations obtenues à partir des échantillons rhodaniens les plus 

anciens (Lattes + Jardin d’Hiver) permettent de caractériser au niveau génétique une 

population d’esturgeon européen en bonne santé.

 Une variabilité génétique importante

La population ancienne du Rhône montre une variabilité génétique florissante, 

aussi bien au niveau mitochondrial que nucléaire (Figures III-88 et III-90). La diversité 

génétique recensée sur le Rhône ancien couvre d’ailleurs une grande partie de la 

diversité observée sur l’ensemble de l’espèce A. sturio (voir figures III-64 à III-66 et 

III-72 à III-74).
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Le Rhône abritait donc une population génétiquement très diverse, au cœur 

de la distribution et représentative de l’espèce.  

 Une taille efficace importante

L’estimation de la taille efficace de la population du Rhône à partir des 

données mitochondriales est de 56 000 reproducteurs (95% : 1 100 - 240 000). 

Malgré l’importance de l’intervalle de confiance, ce chiffre ne paraît pas aberrant, 

puisque par exemple 7 000 esturgeons mâtures étaient pêchés annuellement dans 

l’Elbe entre 1860 et 1885 (Gessner 2000).

Cette estimation repose sur un modèle à effectif constant, lissant les 

éventuelles variations ayant eu lieu au cours de l’histoire de la population. Cette 

estimation est donc adaptée uniquement à l’histoire ancienne de la population 

rhodanienne, antérieure à la chute des effectifs qui a précédé l’extinction. Les 400 à 

500 prises printanières sur le Rhône à la fin du 19e siècle suggèrent d’ailleurs que la 

réduction des effectifs était déjà  bien entamée à cette période (si la population avait 

compté 50 000 géniteurs à cette époque, il est probable au vu de l’intensité de la 

pêche à la fin du 19e que le nombre de captures auraient été plus important). 

III-C-4-b Suivi temporel de la population du Rhône

La population du Rhône est la première population d’esturgeons analysée 

génétiquement sur plus de 2000 ans, d’une période où elle était encore florissante 

jusqu’à son extinction. Les informations obtenues permettent de relativiser 

l’importance des données génétiques dans l’estimation de l’état démographique des 

populations d’esturgeons. 

 Une perte récente de diversité génétique pas si évidente

La population du Rhône s’est éteinte dans les années 1970, elle a donc 

forcément connu une réduction drastique de ses effectifs depuis le Moyen-Âge 

(passage de plusieurs dizaines de milliers de reproducteurs à aucun). Nous l’avons 

vu à la partie I-C, les variations démographiques laissent généralement des traces au 

niveau génétique. Nous nous attendions donc à détecter une baisse de diversité 

génétique importante entre la période industrielle et les périodes antérieures. 
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La perte de diversité génétique sur le Rhône est détectable au niveau 

nucléaire (réduction de la diversité allélique ; figure III-91), mais n’est pas suffisante 

pour qu’une différenciation soit perceptible (absence de structuration avec 

STRUCTURE). Au niveau mitochondrial, la perte de diversité n’est pas détectable 

(stabilité des diversité haplotypiques et nucléotidiques ; figure III-89) et les 

modélisations réalisées avec BEAST ne permettent pas de rejeter l’hypothèse nulle 

d’une constance temporelle. 

 Hypothèses explicatives

L’échantillonnage est déséquilibré, le nombre d’échantillons « récents » (18e-

20e siècles) étant bien inférieur au nombre d’échantillons « anciens » (antérieurs au 

18e siècle). La caractérisation des stades précédant l’extinction n’est donc pas 

extrêmement précise, ce qui a pu limiter la détection d’une éventuelle réduction de 

diversité génétique. L’échantillonnage des esturgeons du Rhône conservés dans les 

musées ayant été relativement exhaustif, ce point est difficilement perfectible. 

 Alternativement, les effets démographiques conduisant habituellement à une 

réduction de la diversité génétique ont pu être atténués par les caractéristiques 

biologiques de l’espèce : 

1) Dans le cas d’une population sur le déclin, l’arrivée de migrants provenant de 

populations voisines – même en très faible nombre, pourvu qu’ils se reproduisent – 

peut contribuer à maintenir une diversité génétique élevée (Ruzzante et al. 2001 ; 

Consuegra et al. 2005). Il n’est ainsi pas exclu que la rétention de diversité génétique 

dans la population du Rhône avant son extinction soit liée à l’arrivée de poissons 

venant de l’Ebre, du Tibre ou d’autres populations inconnues plus proches. 

 2) Une durée de génération élevée pouvait également ralentir ou masquer 

temporairement la perte de diversité génétique et la consanguinité associées à une 

baisse démographique (Amos & Balmford 2001 ; Kuo & Janzen 2004 ; Goossens et 

al. 2005 ; Hailer et al. 2006). Chez les poissons, cet aspect a été documenté sur le 

Chevalier cuivré dont la durée de génération est identique à celle de l’esturgeon 

européen : cette espèce endémique du Canada est en effet caractérisée par une 

diversité génétique élevée malgré une taille efficace très faible (les effectifs actuels 

ne dépasseraient pas les 500 individus ; Lippe et al. 2006). Il est important de 

souligner que l’absence de réduction de la diversité génétique ne signifie pas pour 
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autant que la dérive génétique n’opère pas : ses effets mettent simplement plus de 

temps à apparaître, et ils mettront également plus de temps à s’estomper (Kuo & 

Janzen 2004). 

III-C-4-c Comparaison avec la population de Gironde

La description de la population rhodanienne est importante pour la 

conservation de l’espèce, car elle permet de contraster l’état actuel de la population 

girondine. La population girondine est un cas d’étude intéressant car il s’agit de la 

dernière population subsistante d’A. sturio. Une meilleure connaissance de son 

histoire évolutive permet de s’interroger sur l’origine de la faible diversité génétique 

observée actuellement, en particulier  sur la part relative de la dernière glaciation et 

de l’impact anthropique. 

 La population rhodanienne, plus diverse que la population girondine

La population du Rhône, quelle que soit la période considérée, est 

génétiquement plus diverse que la population de Gironde, au niveau mitochondrial et 

nucléaire (Tableau III-16). Le contexte biogéographique explique probablement une 

partie de cette différence, puisque le Rhône était au cœur génétique de la distribution 

historique de l’espèce, alors que la Gironde était plutôt à la marge (voir partie III-B-6).

Tableau III-16 : Comparaison génétique du Rhône ancien (Lattes + Jardin d’Hiver), 
du Rhône récent (musée + Montmajour 18e siècle) et de la Gironde actuelle. Pour 
les microsatellites, la somme des allèles sur les cinq locus a été effectuée. 

 Evolution de la diversité de la population girondine au cours du temps

La diversité génétique actuelle de la population de Gironde est très faible, 

aussi bien au niveau mitochondrial que nucléaire. Cette diversité réduite peut être 
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interprétée comme la conséquence de l’histoire post-glaciaire de la population (voir 

partie III-B-6) combinée à la réduction très récente des effectifs liée aux activités 

anthropiques.

La contribution relative de ces deux facteurs est difficile à estimer, mais la 

comparaison des échantillons des 19e-20e siècles et des échantillons actuels de 

Gironde (voir figures III-64 à III-66 et III-72 à III-74) indique (i) une diversité déjà 

faible au cours des deux derniers siècles et (ii) une diversité encore plus faible 

actuellement. Ces observations confirment que la réduction des effectifs de la 

population girondine s’est effectuée sur un terrain génétique déjà pauvre, expliquant 

le contraste important avec la population rhodanienne. Pour utiliser un parallèle avec 

les populations américaines d’A. oxyrinchus, les populations de Gironde et du Rhône 

des 19e-20e siècles équivalent respectivement aux populations du Saint-Laurent et 

de la Savannah actuels, et la population de Gironde actuelle équivaut à la population 

du Saint-Laurent qui aurait subi une réduction drastique de ses effectifs. 
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 Au cours de cette thèse, nous avons analysé par les méthodes 

paléogénétiques plus d’une centaine de restes d’esturgeons provenant de toute 

l’Europe. La distribution et les relations entre espèces d’esturgeons ont été 

abordées, puis nous nous sommes particulièrement focalisés sur l’esturgeon 

européen A. sturio, dont les caractéristiques génétiques ont été précisées dans 

l’espace (sur son aire de répartition historique) et le temps (depuis plus de 2000 ans 

jusqu’à nos jours). Ces analyses, hormis leur apport fondamental indéniable, 

pourront également être utilisées pour la conservation des espèces d’esturgeons, et 

bien sûr en particulier pour l’esturgeon européen.

IV-A BILAN

IV-A-1 APPORT MAJEUR DE LA PALEOGENETIQUE

Le déclin des esturgeons en Europe était déjà marqué il y a près d’un siècle 

(Roule 1922), mais la prise de conscience a été trop tardive et quasiment toutes les 

populations ont disparues. La paléogénétique est une approche pertinente pour 

déterminer le statut spécifique de restes biologiques anciens, ce qui nous a permis 

de préciser la distribution historique des espèces d’esturgeons dans les différents 

bassins européens (partie II). La paléogénétique est également le meilleur moyen 

pour étudier dans sa globalité une espèce au bord de l’extinction comme l’esturgeon 

européen, ce qui nous a permis de mieux connaître son histoire évolutive et ses 

caractéristiques génétiques (partie III).  

Cette opportunité unique de retrouver la diversité ancienne de l’espèce est 

essentielle pour relativiser la valeur et la réussite de toute opération de maintien de la 

population girondine ou de réintroduction ailleurs. En effet, les niveaux de diversité 

historiques constituent les meilleurs « standards », puisqu’ils caractérisent les 

populations avant leur déclin (ou du moins avant que celui-ci ne devienne critique). 

Les informations apportées par l’étude de restes anciens permettront donc 

d’envisager la conservation de l’espèce sous un nouvel angle, comme elles ont 

permis d’adapter la gestion des stocks et la conservation de nombreuses espèces de 

poissons (Nielsen & Hansen 2008). 

- 389 -



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

IV-A-2 DES OUTILS POUR MIEUX CONNAITRE LA GENETIQUE DES ESTURGEONS

IV-A-2-a Sur l’ADN mitochondrial

 L’ADN mitochondrial des esturgeons est relativement conservé, malgré une 

origine Jurassique de la famille des Acipenséridés. Toutes les régions de ce génome 

n’évoluent pas au même rythme mais la plupart permettent une discrimination 

interspécifique, en particulier d’A. sturio, A. oxyrinchus et A. naccarii. La région qui 

est la plus variable au niveau interspécifique est aussi la plus variable en 

intraspécifique : il s’agit comme chez la plupart des Vertébrés de la région de 

contrôle.

L’analyse de la région de contrôle chez A. sturio – en particulier grâce aux 

méthodes paléogénétiques sur des spécimens originaires de l’ensemble de la 

distribution historique – nous a permis de mettre en évidence l’existence de 

polymorphismes intraspécifiques inconnus auparavant (partie III-A-2). La région de 

contrôle dans son intégralité est par ailleurs beaucoup plus informative que le 

fragment qui avait été étudié lors des études précédentes, ce qui a permis la 

réalisation d’analyses plus poussées. 

Nous avons ainsi estimé le taux d’évolution de la région de contrôle du clade 

des esturgeons atlantiques (A. sturio + A. oxyrinchus), qui ressort à environ 0,4% 

(95% : 0,1 - 0,7) par site par million d’années (partie III-B-4). La région de contrôle 

étant la portion la plus variable de l’ADNmt, le taux d’évolution moyen de l’ADNmt est 

encore plus faible. Cette estimation conforte l’idée d’une évolution très lente chez les 

esturgeons (Krieger & Fuerst 2002) et explique probablement la faible différenciation 

entre des espèces ayant pourtant divergé il y a plusieurs dizaines de millions 

d’années.

IV-A-2-b Sur l’ADN nucléaire

 L’évolution très lente des esturgeons se ressent également au niveau 

nucléaire, puisque de nombreux locus microsatellites sont conservés au sein de la 

famille des Acipenséridés. Nous avons exploité cette propriété pour développer une 
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série de locus microsatellites permettant la discrimination nucléaire d’A. sturio,

A. oxyrinchus et A. naccarii (article n°1). Les régions flanquantes et les motifs 

microsatellites sont en effet globalement conservés mais ils incluent tout de même un 

certain nombre de polymorphismes exploitables. 

 Ces mêmes marqueurs microsatellites ont également été utilisés pour sonder 

le polymorphisme intraspécifique chez A. sturio. L’application des microsatellites aux 

substrats ADN dégradés est coûteuse en temps et en argent, car la génération d’un 

jeu de données fiable nécessite de prendre en compte et de vérifier une somme de 

paramètres conséquente (partie III-A-3). La taille de l’échantillonnage et la 

préservation de l’ADN conditionnent la pertinence biologique des résultats et l’intérêt 

de telles analyses. Dans le cas de l’esturgeon européen, nous avons réussi à établir 

un jeu de données consistant permettant d’apporter des informations nucléaires 

inédites, complémentaires de celles apportées par l’ADNmt. 

IV-A-3 MIEUX CONNAITRE L’ESTURGEON EUROPEEN...

IV-A-3-a Caractériser les populations anciennes

 Grâce à l’analyse complémentaire de l’ADNmt et des microsatellites

nucléaires, nous avons pu apporter des informations supplémentaires sur la 

distribution des espèces d’esturgeons en Europe et sur leurs relations. La présence 

de populations fonctionnelles d’A. naccarii en dehors de la mer Adriatique a été 

réfuté, et aucune hybridation avec A. sturio n’a été détectée. La présence 

d’A. oxyrinchus et son hybridation avec A. sturio en France ont été documentés. 

La paléogénétique nous a également permis de lever le voile sur une partie de 

l’histoire évolutive d’A. sturio, qui présentait une diversité génétique importante en 

Ibérie, en Méditerranée occidentale et en Adriatique. Les marges atlantiques et 

pontiques présentaient elles une diversité plus faible probablement en liaison avec 

une colonisation récente. Les évènements géologiques et climatiques comme la crise 

messinienne ou les glaciations Pléistocènes ont certainement contribué à façonner la 

diversité génétique qui caractérisait l’espèce, mais celle-ci a été détruite par l’Homme 

en un claquement de doigt à l’échelle des temps géologiques. En effet, 
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respectivement moins de 25 et de 5% des diversités nucléaires et mitochondriale 

historiques subsistent actuellement, au sein de la population girondine elle-même 

menacée.

 L’analyse génétique de la population antique du Rhône nous a également 

permis d’établir les caractéristiques d’une population d’esturgeon européen 

équilibrée du cœur de la distribution : forte diversité génétique, forte population et 

stabilité temporelle (partie III-C). Cette bonne santé tranche bien sûr avec la situation 

actuelle des populations d’esturgeons mondiales, qui est catastrophique. 

IV-A-3-b Relativiser le statut de la dernière population survivante

 L’apport de données anciennes permet également de relativiser le statut de 

cette dernière population d’esturgeons européens. En effet, avant le déclin de 

l’espèce, la population de Gironde était une population démographiquement

importante mais génétiquement marginale comparée aux populations ibériques, 

méditerranéenne ou adriatiques (partie III-B). Si la population actuelle de Gironde est 

génétiquement représentative de l’espèce A. sturio en 2010 (puisqu’elle constitue la 

dernière population survivante), elle n’est pas du tout représentative de l’espèce 

A. sturio qui vivait encore au 19e siècle, ni même de la population girondine qui vivait 

à cette époque. Nous avons en effet vu que la diversité résiduelle en Gironde est un 

sous-ensemble de la diversité qui existait au cours des deux derniers siècles, 

antérieurement à la chute brutale des effectifs. La présence de l’allèle 146 du locus 

microsatellite LS19 dans la population girondine actuelle (et dans aucune autre 

population historique d’A. sturio ; partie III-B-5-b ; figure III-70) pourrait constituer la 

trace d’une introgression par A. oxyrinchus (qui possède également cet allèle). La 

population actuelle de Gironde pourrait donc être en partie introgressée suite à un 

évènement d’hybridation avec A. oxyrinchus.

L’analyse paléogénétique d’individus ibériques, méditerranéens ou adriatiques 

est donc nécessaire pour tirer des conclusions générales au niveau de l’espèce 

historique A. sturio. L’exemple de l’hétéroplasmie est une bonne illustration de ce 

biais girondin, puisque l’hétéroplasmie est absente de la population de Gironde alors 

qu’elle était présente en Méditerranée (partie III-A-1) 
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IV-A-4 ...POUR MIEUX LE PROTEGER.

IV-A-4-a Sur le risque d’hybridation

L’hybridation confirmée avec l’esturgeon atlantique rend l’esturgeon européen 

vulnérable à l’extinction par hybridation (Rhymer & Simberloff 1996). En effet, 

A. oxyrinchus est en cours de réintroduction dans les fleuves de la mer Baltique et 

ses capacités de migration longue distance rendent possible l’éventualité d’un 

croisement avec les derniers A. sturio sauvages de Gironde. Les effectifs girondins 

sont tellement bas qu’un seul évènement d’hybridation pourrait compromettre 

l’intégrité de la population et donc de l’espèce. Cette menace planera tant que les 

effectifs de la population girondine n’auront pas retrouvé un niveau suffisant.

 Cette menace s’est peut-être déjà concrétisée dans le passé, si la présence 

de l’allèle 146 du locus LS19 est considérée comme une trace d’introgression 

antérieure. La présence historique d’A. oxyrinchus dans la Seine et la Loire (article 

n°2), donc géographiquement proche de la Gironde, pourrait avoir occasionné des 

évènements d’hybridation entre A. sturio et A. oxyrinchus en Gironde au cours des 

siècles précédents. 

IV-B-4-b Sur la diversité génétique

 Le suivi temporel de la population du Rhône – de l’Antiquité à l’extinction –

nous a permis de constater que la perte de diversité génétique accompagnant la 

baisse des effectifs n’était pas forcément très marquée, probablement en raison de la 

maturité tardive des esturgeons et de leur longévité (partie III-3). La faible diversité 

actuelle de la population de Gironde s’explique d’ailleurs seulement en partie par la 

chute démographique du siècle dernier, la diversité génétique préexistante étant en 

effet déjà faible. 

 Ces observations sont plutôt encourageantes puisqu’elles signifient qu’une 

population d’esturgeons peut survivre malgré une faible diversité génétique (ce que 

les populations canadiennes d’A. oxyrinchus illustraient déjà), et que la perte de 

diversité génétique et l’augmentation de la consanguinité opèrent chez les 
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esturgeons à un rythme généralement plus lent que chez les autres espèces. 

L’esturgeon européen pourra donc probablement survivre en captivité sans 

conséquences génétiques majeures pendant plusieurs dizaines d’années, laissant le 

temps aux stocks naturels de se reconstituer. L’adaptation génétique à la captivité 

est probablement un problème plus important à prendre en compte que la perte de 

diversité. Afin de favoriser la rétention maximale de diversité, un programme de 

croisements contrôlés de la population captive serait nécessaire, mais dans la réalité 

le choix des parents dépend de la maturation simultanée d’un mâle et d’une femelle 

(phénomène pour l’instant plus ou moins aléatoire). 

 Une autre conséquence de ces observations peut être utile en terme de 

conservation pour tous les esturgeons en général.  Le temps de génération élevé 

pouvant masquer temporairement les effets de la dérive génétique, une réduction 

drastique d’effectifs ne laisse pas forcément de trace génétique instantanément. Le 

biologiste de la conservation devra donc plutôt se fier aux relevés démographiques 

effectués sur le terrain plutôt qu’aux données génétiques afin d’estimer la « santé » 

d’une population d’esturgeons. 

 Nous avons vu qu’à l’échelle de l’espèce, une partie importante de la diversité 

génétique a été perdu. Cette perte de diversité peut être considérée comme une 

perte de potentiel adaptatif, préjudiciable à la survie de l’espèce à long terme et à sa 

capacité à recoloniser un fleuve où il serait réintroduit. Nous avons également vu que 

des poissons adultes pouvaient être pêchés plusieurs années voire plusieurs 

décennies après l’arrêt des reproductions naturelles. Dans l’éventualité où des 

poissons isolés seraient encore capturés vivants dans des zones d’où l’esturgeon est 

présumé disparu, il serait très important de conserver ces spécimens en captivité et 

de les utiliser pour des reproductions artificielles. Cette démarche paraît nénamoins 

utopique (voir l’exemple de l’esturgeon pêché au Pays de Galle ; Anonyme 2004), 

puisqu’elle repose sur la capture putative d’individus isolés, sur leur transport en vie 

jusqu’au Cemagref de Bordeaux et sur la maîtrise parfaite de la reproduction 

artificielle.
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IV-B-4-c Sur la capacité de recolonisation spontanée

Un autre facteur encourageant pour le futur de l’espèce est sa capacité à 

coloniser de nouveaux habitats. Il apparaît en effet que malgré un instinct de homing 

important, des individus vagabonds sont susceptibles de former une nouvelle 

population dans un bassin vierge. La recolonisation post-glaciaire des fleuves 

d’Europe du Nord en est la preuve (parties II-C-2 et III-B). Il est néanmoins probable 

qu’une population source importante soit nécessaire afin d’alimenter les bassins 

vierges en migrants fondateurs, ce qui n’est pas le cas de la population actuelle de 

Gironde, mais ce qui pourrait le devenir si le programme de soutien entrepris par le 

Cemagref aboutit aux résultats escomptés. 

IV-B-4-d Sur les réintroductions

 Les reproductions artificielles de l’esturgeon européen réalisées ces dernières 

années au Cemagref de Bordeaux laissent envisager la possible réintroduction de 

l’espèce dans les fleuves européens.

La pertinence de la réintroduction dans un bassin fluvial donné dépend de 

plusieurs facteurs : (i) le bassin devait autrefois être occupé par une population 

d’esturgeons européens A. sturio (ce qui permet de sélectionner les bassins qui sont 

a priori favorables à l’esturgeon), (ii) les caractéristiques hydrologiques et 

écologiques du bassin doivent encore être adaptés à l’esturgeon européen (si un 

barrage vient d’être construit à 15 km de l’embouchure et aucune frayère potentielle 

n’est plus disponible, la réintroduction n’est pas envisageable ; la pollution doit 

également être ramenée à un seuil acceptable), (iii) les caractéristiques 

hydrologiques et écologiques du bassin devront encore être favorables à l’esturgeon 

européen dans un futur proche (voir la discussion sur le changement climatique au 

paragraphe suivant), (iv) la compétition et les risques d’hybridation avec les autres 

espèces d’esturgeons doivent être limités (en particulier avec A. oxyrinchus) (iv) le 

soutien politique et financier doit être au rendez-vous. 
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 Réintroduction en Europe du Sud

La réintroduction de l’esturgeon européen dans les fleuves du cœur de la 

distribution historique (Ibérie, Méditerranée occidentale, Adriatique) pourrait être 

pénalisée par le changement climatique, qui va probablement conduire à un 

déplacement vers le nord de l’optimum écologique de nombreuses espèces, et en 

particulier de l’esturgeon européen (Lassalle et al. 2010). Cependant, l’espèce a 

certainement survécu en Méditerranée pendant plusieurs millions d’années (partie III-

B), traversant des périodes où le climat était plus chaud qu’actuellement ; sa 

plasticité vis-à-vis du climat est donc probablement plus importante qu’elle n’y paraît.

Une population d’esturgeon européen a par exemple occupé le fleuve 

Guadalquivir jusque dans les années 1970, alors que les températures moyennes de 

l’air à Séville sont comprises entre 21 et 26°C entre Mars et Mai (à la période de la 

reproduction) ; les températures à Avignon à la même saison sont comprises entre 

16 et 23°C, donc même en considérant un réchauffement de plusieurs degrés, le 

Rhône (ou le Pô) resteraient climatiquement habitable par l’esturgeon européen. 

Un bémol toutefois, la plasticité vis-à-vis du climat pourrait résider en partie 

dans le polymorphisme génétique, qui a été presque totalement perdu. Il n’est donc 

pas garanti que les esturgeons de Gironde puissent s’adapter à des conditions plus 

chaudes.

L’intérêt majeur d’une réintroduction de l’esturgeon européen en Méditerranée 

réside dans la sécurisation de l’espèce vis-à-vis des aléas (accidents, pollutions...). 

Le retour de l’esturgeon dans un fleuve comme le Rhône aurait également une 

portée symbolique forte. Les études écologiques préliminaires démontrant la 

faisabilité du projet (Brosse et al. 2009a), il « ne manque plus » qu’une volonté 

politique et des poissons à relâcher. 

 Réintroduction en Europe du Nord

Les bassins d’Europe du nord offrent l’avantage de caractéristiques 

hydrologiques et climatiques  favorables dans le cadre du réchauffement à venir 

(Lassalle et al. 2010). La réintroduction de l’esturgeon dans ces bassins serait donc 

climatiquement assurée à l’échelle de quelques siècles. 

- 396 -



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

De plus, la réintroduction dans des fleuves proches de la Gironde aurait pour 

effet de rétablir un continuum de populations pouvant potentiellement échanger des 

individus. Cela permettrait également de créer une zone tampon entre A. oxyrinchus

(en cours de réinstallation dans la Baltique) et A. sturio, ce qui protégerait la 

population girondine. 

Néanmoins, des hybridations pourraient avoir lieu entre certains A. oxyrinchus

provenant de la Baltique et les A. sturio réintroduit en Europe du Nord. Ces 

hybridations ne seraient pas aberrantes puisqu’elles rétabliraient probablement la 

situation qui existait aux 19e-20e siècle dans la région. Elles fragiliseraient cependant 

le statut spécifique de l’espèce A. sturio, surtout si l’introgression progresse ensuite 

vers le sud jusqu’à la Gironde. 

IV-B PERSPECTIVES

IV-B-1 Phylogéographie 

IV-B-1-a Sur l’esturgeon européen

 Des analyses génétiques complémentaires seront nécessaires pour répondre 

aux questions suivantes, qui découlent de la partie III-B-6-a : 

(i)  à partir de quelles populations la colonisation post-glaciaire de la façade 

atlantique européenne a-t-elle été réalisée ? Gironde, populations ibériques ? 

(ii) les populations de la mer Noire sont-elles le fruit d’une colonisation récente 

depuis la mer Egée ou bien étaient-elles présentes avant la connexion entre la 

Méditerranée et la mer Noire il y a environ 10 ka BP ? 

IV-B-1-b Sur l’esturgeon atlantique

 Le timing spatio-temporel de l’arrivée en Europe d’A. oxyrinchus devra être 

confirmé et précisé par de nouvelles analyses. En particulier, la proportion des deux 

espèces A. sturio et A. oxyrinchus sur la façade atlantique française et en mer du 

Nord depuis la fin de la dernière glaciation jusqu’à nos jours reste à décrire. 
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 L’importance de l’hybridation entre A. oxyrinchus et A. sturio est également à 

documenter de façon plus exhaustive, puisqu’elle a des conséquences lourdes en 

terme de conservation de l’esturgeon européen. 

IV-B-1-c Sur l’esturgeon adriatique

 Les populations d’esturgeons du nord de la mer Adriatique gagneraient à être 

mieux connues. En particulier l’étude des deux espèces sympatriques A. sturio et 

A. naccarii dans le Pô permettrait de documenter leur coexistence au sein d’un 

même bassin. 

 L’étude paléogénétique de restes d’A. naccarii du Pô permettrait également de 

quantifier la perte de diversité génétique qu’a connue cette population – la dernière 

de l’espèce – au cours des derniers siècles.

IV-B-2 Génomique 

IV-B-2-a Analyse fine de l’hybridation entre A. sturio et A. oxyrinchus

 Nous avons décrit l’hybridation entre les deux espèces à partir de seulement 

trois marqueurs nucléaires diagnostiques. La description fine de cette hybridation 

nécessite une étude à l’échelle du génome nucléaire entier, et passe par 

l’établissement de cartes génétiques ou même par la comparaison des génomes 

complets d’un individu A. oxyrinchus pur, d’un individu A. sturio pur et d’hybrides. 

Pour cela, les nouvelles techniques de séquençage massif seraient une solution 

radicale.

IV-B-2-b Statut de la population de Gironde

 La pertinence de telles analyses génomiques passe par le choix d’un individu 

A. sturio pur. Les individus des populations méditerranéennes et adriatiques 

semblent les plus appropriés car la probabilité d’un contact génétique récent entre 

A. sturio et A. oxyrinchus dans ces régions est bien plus faible que sur la façade 
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atlantique, où A. oxyrinchus était présent. Ces populations ayant disparu, un des 

esturgeon ancien dont l’ADN est le mieux préservé (par exemple CH1323) pourra 

être utilisé comme source de matériel pour l’analyse génomique d’une souche 

d’A. sturio pure.

 La comparaison triangulaire entre un A. oxyrinchus pur (individu américain), 

un A. sturio pur (individu ancien méditerranéen ou adriatique) et un A. sturio actuel 

de Gironde permettra finalement de clarifier le statut de la population girondine : 

A. sturio pur ou A. sturio introgressé par A. oxyrinchus.
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ANNEXE 1

ANNEXE 1 : CONDITIONS D’EXPERIMENTATIONS SUR

L’ADNA DURANT CETTE THESE

UTILISATION DE LOCAUX SPECIFIQUES :

 Toutes les expérimentations sur le matériel ancien (restes archéologiques ou 

spécimens de muséums) ont été réalisé sur la Plateforme Nationale de 

Paléogénétique Palgene (CNRS, ENS-Lyon), spécialement conçue pour les analyses 

paléogénétiques (Figure A1-1). La séparation physique de la plateforme par rapport 

aux autres laboratoires permet d’éviter les contaminations. Pour la même raison, 

l’entrée sur la plateforme est interdite à toute personne passée le même jour par un 

autre laboratoire de biologie. 

Les mesures permettant d’éviter les contaminations sur la plateforme Palgene 

incluent également : 

- la séparation physique des salles où les réactions de PCR sont préparées (« salles 

PCR » sans ADN) et des salles où l’ADNa est extrait et manipulé (« salles 

d’extraction » et « salle de stockage des extraits anciens »). Deux SAS contrôlent le 

passage dans ces différentes zones. Afin d’éviter la contamination des salles PCR 

par de l’ADN, les procédures interdisent de s’y rendre après être passé dans les 

salles d’extraction ou de stockage de l’ADNa (Figure A1-1) ; 

- l’irradiation UV des salles et des hottes d’expérimentation entre les périodes 

d’activité ; les UVs rendent l’ADN impropre à l’amplification par PCR en créant des 

liaisons covalentes, essentiellement entre les thymines (dimérisation) ; 

- le maintien en surpression par rapport à l’environnement extérieur, limitant l’entrée 

de contaminants ; à noter l’existence d’un gradient de surpression « salles PCRs » >
« salles d’extraction et de stockage » > « couloir et SASs » permettant de focaliser la 

protection sur les salles d’expérimentation ; 

- le nettoyage systématique des salles et du matériel avec un produit stérilisant 

(Actril®, formule à 5% d’acide acétique, 1% de peroxyde d’hydrogène et 1% d’acide 

péracétique), détruisant tous les microorganismes et dégradant l’ADN par oxydation 

et hydrolyse. 

- 435 -



ANNEXE 1

- l’utilisation de consommables stériles et de pointes à filtres ; les emballages des 

consommables sont systématiquement nettoyé à l’Actril avant d’entrer sur la 

plateforme, afin de limiter les contaminations environnementales.

- le port obligatoire d’une blouse intégrale, de deux paires de surchaussures (par-

dessus des sabots ne quittant jamais la plateforme), d’un masque et de gants (plus 

éventuellement des surmanches lors des extractions d’ADN). 

Figure A1-1 : Schématisation des locaux dans lesquels les expérimentations 
sur l’ADN ancien se sont déroulées. L’ordre dans lequel les salles peuvent être 
parcourues ou non est indiqué en bas. Photographie : Vincent Moncorgé. 
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CONDITIONS D’ECHANTILLONNAGE :

Restes archéologiques : 

L’intégralité de la préparation des échantillons est réalisée sur la plateforme 

Palgene dans les salles d’extraction. L’extérieur des fragments osseux est gratté au 

scalpel afin d’éliminer les éventuels sédiments restants ainsi que les contaminants de 

surface (Figure A1-2). Des échantillons de 150 à 500 mg sont ensuite prélevés sur 

les zones nettoyées et mis à digérer dans du tampon de lyse. Les échantillons sont 

traités les uns après les autres, sur des aires de travail différentes afin d’éviter les 

contaminations croisées. 

Spécimens de muséum :

Des échantillons de tissus ou d’os sont prélevés à l’aide d’un scalpel sur les 

spécimens naturalisés ou conservés dans l’alcool. Les zones les moins bien 

conservées (zones plâtrées ou avec beaucoup de résine par exemple) sont évitées 

pour limiter la quantité d’inhibiteurs et optimiser la quantité de tissu. Les 

prélèvements sont réalisés directement au musée, dans les conditions les plus 

stériles possibles (masque, gants, surmanches...). Les échantillons sont ensuite 

nettoyés dans les salles d’extraction de la plateforme Palgene suivant la même 

procédure que pour les restes archéologiques, puis mis à digérer dans du tampon de 

lyse. Là encore, les échantillons sont traités les uns après les autres, sur des aires 

de travail différentes afin d’éviter les contaminations croisées. 

Figure A1-2 : Nettoyage de la 
surface d’un reste archéologique 
(ici une phalange de Hyène des 
cavernes), avant prélèvement d’un 
échantillon pour extraction d’ADNa. 
Photographie : Vincent Moncorgé. 
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CONDITIONS D’EXTRACTION DE L’ADN (FIGURE A1-3):

Le protocole d’extraction se déroule sur deux jours dans les salles d’extraction 

de la plateforme Palgene. Le premier jour comporte la préparation des échantillons et 

leur mise en lyse dans un tampon soude-EDTA-détergent (digère les tissus et la 

matrice osseuse). Le deuxième jour, l’ADN est purifié à partir du lysat lors d’une 

succession d’étapes, suivant le protocole dit « au silica » mis au point par Rohland & 

Hofreiter (2007a) ou le protocole dit « au phénol-choloroforme » utilisé par exemple 

par Loreille et al. (2001). A l’issu de l’extraction, l’ADN est stocké en solution 

aqueuse à 4°C pour utilisation ultérieure. 

Chaque session d’extraction comporte un à quatre échantillons anciens 

d’esturgeon, un échantillon ancien d’une autre espèce et un blanc. A chaque étape 

du protocole, les échantillons sont traités séquentiellement, toujours dans le même 

ordre et en terminant par le blanc. Les gants sont changés entre chaque échantillon 

pour éviter les contaminations.

Le nombre d’échantillons d’esturgeon par session est adapté en fonction de 

leur caractère précieux ; ainsi les échantillons les plus anciens (par exemple les deux 

fragments d’écaille du site de Ponthezières, datant de 5 ka BP, code labo CH793, 

CH1008) ont été extrait un à un (avec à chaque fois un échantillon ancien d’une 

autre espèce et un blanc). 

L’échantillon issu d’une autre espèce (ours des cavernes, ours brun, hyène 

des cavernes, mouton, chèvre ou chien) est dit « de contamination croisée ». De 

l’ADN endogène a déjà été extrait avec succès de cet échantillon lors d’une 

extraction antérieure. Cet échantillon sert donc aussi de témoin positif pour la 

nouvelle extraction. Si l’extrait d’ADN obtenu pour cet échantillon contient de l’ADN 

d’esturgeon, c’est le signe d’une contamination croisée (c’est-à-dire qu’un des 

échantillons d’esturgeon coextrait l’a contaminé). Si il ne contient pas d’ADN de 

l’espèce attendue (ours des cavernes, ours brun, hyène des cavernes, mouton, 

chèvre ou chien), c’est que l’extraction a échoué. 
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Le blanc d’extraction est identique aux autres tubes d’extraction à la différence 

près qu’aucun matériel biologique n’y est introduit volontairement. Ainsi, la présence 

d’ADN dans le blanc à l’issue de l’extraction est le signe d’une contamination ayant 

eu lieu au cours de l’extraction. La détection des contaminations sur l’échantillon de 

contamination croisée est plus fine que sur le blanc d’extraction, car l’ADN endogène 

de l’échantillon de contamination croisée peut faciliter l’amplification par PCR de 

contaminants.

Figure A1-3 : Déroulement schématique d’une session d’extraction d’ADNa 
incluant quatre échantillons d’esturgeon, un échantillon de contamination 
croisée et un blanc. 

CONDITIONS D’AMPLIFICATION DE L’ADN  PAR PCR (FIGURE A1-4) :

L’amplification de l’ADNa par PCR est sujette aux contaminations, car celui-ci 

est un moins bon substrat que l’ADN moderne pour la Taq polymérase. 
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Afin d’éviter les contaminations, le mélange réactionnel de la PCR est réalisé 

sur la plateforme Palgene dans des salles spécifiques où aucun ADN n’est jamais 

manipulé (« salles PCR » de la Figure A1-1). Plusieurs contrôles de PCR sont par 

ailleurs inclus à chaque session de PCR, afin de détecter les contaminations : le 

blanc de PCR (sans ADN), le blanc d’aérosol (identique au blanc de PCR sauf que le 

tube reste ouvert lors de l’ajout de l’ADN dans les autres tubes), le blanc d’extraction 

et les tests de contamination croisée (ajout d’extrait d’ours ou de hyène dans le 

mélange réactionnel permettant d’amplifier de l’ADN d’esturgeon). Pour chaque 

extrait d’intérêt, plusieurs volumes sont testés (entre 0,5 et 5 μL) afin d’apprécier la 

concentration en ADNa et la présence d’éventuels inhibiteurs de PCR. Une fois les 

extraits ajoutés et les tubes hermétiquement fermés, la PCR est réalisée en dehors 

de la plateforme et la présence d’amplicons est détectée par électrophorèse sur gel 

d’agarose.
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Figure A1-4 : Déroulement schématique d’une session de PCR sur ADNa 
incluant quatre échantillons d’esturgeon, un échantillon de contamination 
croisée, le blanc d’extraction, le blanc de PCR et le blanc d’aérosol. Les chiffres 
indiquent le volume d’extrait ajouté par tube, en microlitre. 
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REPRODUCTION DES RESULTATS (FIGURE A1-5):

Chaque session de PCR se déroule sur une journée. Pour chaque extrait au 

moins deux sessions indépendantes de PCR sont réalisées, et les résultats doivent 

être reproductibles d’une session à l’autre ; plusieurs amplicons issus des différentes 

sessions de PCR sont clonés et séquencés permettant d’obtenir une séquence 

consensus fiable, qui sera utilisée lors des analyses. 

Pour les échantillons précieux, deux extractions indépendantes sont réalisées 

au cours de deux sessions d’extraction différentes. Afin de limiter les effets 

expérimentateur dépendants, ces deux extractions sont généralement réalisées par 

deux personnes différentes. Les résultats obtenus d’une extraction à l’autre doivent 

être reproductibles. Environs la moitié des échantillons d’esturgeon analysés durant 

cette thèse ont été extrait deux fois et les résultats obtenus ont toujours été 

cohérents entre les réplicats. 

Figure A1-5 : Schéma d’analyse d’un échantillon indiquant les reproductions 
nécessaires à la validation des résultats. 
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ANNEXE 2 : PRESENTATION DES ECHANTILLONS
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ANNEXE 6 : CHAPITRE PALEOGEOGRAPHIE DU LIVRE 

“BIOLOGY AND CONSERVATION OF THE ATLANTIC

EUROPEAN STURGEON ACIPENSER STURIO L, 1758.”
(EDITE PAR WILLIOT P., ROCHARD E., DESSE-BERSET N., KIRSCHBAUM F. AND GESSNER J.)
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Figure captions:

Figure 1 A. sturio

Figure 2 A. sturio

Figure 3
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Table 1: Geographical origin, date and number of A. sturio samples used in this review
    

Geographical 
origin  Date Sample type Sample

number Reference / Provider 
Genbank 
accession 

nos
Gironde  extant fresh tissue n = 67 AJ249673 

North Sea 

19th-
20th

cent. 
AD

museum
specimen n = 12 AJ249673 

Western 
Mediterranea 

19th

cent. 
AD

museum
specimen n = 1 

AJ428274 

Adriatic Sea 
19th

cent. 
AD

museum
specimen n = 1 

Ludwig et al., 2002 

AJ428274 

Baltic Sea 
8th-13th

cent. 
AD

archaeological 
bone

(Ralswiek, 
Germany) 

n = 1-7 Ludwig et al., 2008 AJ428274 

Iberian
Atlantic

4th
cent. 
BC -
15th
cent. 
AD

archaeological 
bone (Castro 

Marim,
Portugal ; La 

Cartuja, 
Spain)

n = 5 Ludwig et al., 2009 EU420003-
7

Gironde  extant fresh tissue n = 10 Williot P. (Cemagref, Bordeaux, France) 

French 
Atlantic

19th-
20th

cent. 
AD

museum
specimen n = 13 

Museum National d'Histoire Naturelle 
(MNHN, Paris) and Museum d'Histoire 

Naturelle de Nantes (MHNNantes) 

Iberian
Atlantic

5th

cent. 
AD

archaeological 
bone (Troia, 

Portugal) 
n = 1 Desse-Berset N. (Cepam, Nice, France) 

Western 
Mediterranea 

19th-
20th

cent. 
AD

museum
specimen n = 20 

Musée Requien (MR, Avignon, France), 
Museum National d'Histoire Naturelle 

(MNHN, Paris, France), Museum 
d'Histoire Naturelle de la ville de 

Genève (MNHG, Genève, Switzerland), 
Museo di Storia Naturale dell'Università 

di Firenze, Zoological Section "La 
Specola" (MZUF, Florence, Italy) and 

Museum d'Histoire Naturelle de Nîmes 
(MHNNîmes, Nîmes, France), de Lyon 
(MHNL, Lyon, France),  de Grenoble 
(MHNG, Grenoble, France), de Nice 

(MHNNice, Nice, France), de Marseille 
(MHNM, Marseille, France).

Western 
Mediterranea 

6th

cent. 
BC -
18th
cent. 
AD

archaeological 
bone (Jardin 
d'Hiver and 
Montmajour, 

France) 

n = 50 Desse-Berset N. (Cepam, Nice, France) 

Western 
Mediterranea 

5th

cent. 
BC -
3rd

cent. 

archaeological 
bone (Lattes 
and Parc St-
Georges of 

Lyon, France) 

n = 6 Piquès G. (Archéo-Lattes, Lattes, 
France) 

HQ239243-
HQ239358
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AD

Adriatic Sea 

19th-
20th

cent. 
AD

museum
specimen n = 14 

Museum National d'Histoire Naturelle 
(MNHN, Paris, France) and Museo di 

Storia Naturale dell'Università di 
Firenze, Zoological Section "La 

Specola" (MZUF, Florence, Italy) 

Black Sea 

19th-
20th

cent. 
AD

museum
specimen n = 4 

Muzeul National de Istorie Naturale 
Grigore Antipa (MGAB, Bucarest, 

Romania) 

Figure 1 

- 472 -



ANNEXE 6

Figure 2 

Figure 3 
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