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ملخّـص
تحليـل  العلاقـات الجينيـة  بين الأنواع الستة لعائلة "المجّـل" (Mugilidae) في تونس    للقيام بدراسة العلاقات الجينية بين الأنواع المتوسطيّة الستّة لعائلة "المجّـل" في تونس تمّ تحليل 589 pb وهو جزء من الحمض النووي لجين ميتوكوندري وهو (ARN 16 S). وقد تمّ تكثيف ثمّ قراءة فتحليل هذا الجين عند مختلف أنواع هاته الأسماك.

هكذا قمنا بتحديد مختلف أنواع " المجّـل ". تتفق نتيجة هذه الدراسة مع البيانات المتاحة في بنك الجينات والتي تخصّ هذه العائلة (Mugilidae) مما يؤكد وجود النوع Oedalechilus labeo في الساحل التونسي على الرغم من ندرته.

إن الشجرة الجينيّة التي تمّ رسمها بالاعتماد على نتائج هذه الدراسة تؤكد الاختلاف الكبير للنوع Mugil Cephalus مقارنة بالأنواع الأخرى الموجودة    في البحر الأبيض المتوسط. هكذا فإنه تمّ التحقق من صحّة ووجود الجنس  genre Oedalechilus بينما شكّك في صحّة الجنس genre Chelon بسبب انتمائه إلى المجموعة التي تضمّ الأنواع الثلاثة من الجنس genre Liza.

الكلمات المفاتيح: مجّـل، تونس، العلاقة الجينية، ARN 16S .

RESUME
- Afin d’étudier les relations phylogénétiques chez les six espèces méditerranéennes de la famille de Mugilidé en Tunisie (Mugil cephalus, Chelon labrosus, Liza aurata, Liza ramada, Liza saliens et Oedalechilus labeo), un fragment de 589pb du gène mitochondrial ARN 16S a été analysé. Ce gène à été amplifié, séquencé puis analysé chez les différentes espèces. La détermination des différentes espèces de mugilidé réalisée dans cette étude est en accord avec les données de séquences disponibles dans GenBank et confirme la présence de l’espèce Oedalechilus labeo dans les côtes tunisiennes malgré sa rareté. L’arbre phylogénétique établit confirme la grande divergence de Mugil cephalus par rapport aux autres espèces présentes en Méditerranée. Le genre Oedalechilus est validé alors que la validité du genre Chelon est remise en question du fait de sa position au sein du clade regroupant les 3 espèces du genre Liza. 
Mots clefs : Mugilidae, Tunisie, Phylogénie, ARNr 16S

ABSTRACT
Phylogenetic relationships among the six Mugilidae species in Tunisia. In the aim to study the relationships among the mediterranean mugilidae species in Tunisia (Mugil cephalus, Chelon labrosus, Liza aurata, Liza ramada, Liza saliens and Oedalechilus labeo), 589 bp of mitochondrial gene sequence (16S rRNA) were analysed. This gene was amplified, sequenced and analysed for all species. The Mugilidae species determination was in agreement with sequences data in GenBank and confirms the presence of Oedalechilus labeo in the Tunisian coasts in spite of its rarity. The phylogenetic tree established in this study, confirm the high divergence of Mugil cephalus. The Oedalechilus genus was valid, whereas the validity of the genus Chelon was questioned in reason of its regrouping with the Liza species.
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INTRODUCTION
L’élevage du mulet est une activité ancienne, répandue à travers le monde du fait de caractéristiques biologiques de ces poissons à savoir leur grande capacité d’adaptation aux variations de salinité et de température, leur régime alimentaire (herbivore/détritivore) et leur croissance rapide (Liao, 1981). L’élevage extensif du mulet est un élevage traditionnel qui se réalise à partir d’alevinage naturel ou artificiel, sous la forme de polyculture que ce soit en eau douce ou en eau saumâtre (Sarig, 1981).

Le caractère très euryhalin des mulets permet de les élever dans des milieux variés, qui vont de l’eau salée jusqu’à l’eau douce. En effet, le mulet a été introduit dans des grands lacs en Tunisie (Rais & Turki, 1989) avec d’excellents résultats. L’abondance des alevins et leur facilité de transport (Sarig, 1981) ont grandement contribué au développement de ces empoissonnements. Le développement d’une aquaculture sur la base d’une capture d’alevins dans le milieu naturel est réalisé depuis des années en Tunisie (Vidy & Franc, 1993). Durant ces dernières années, de nombreuses améliorations successives ont permis d’augmenter les rendements des élevages de mulets en Tunisie basés sur le grossissement dans les retenues d’eaux douces (barrages) des alevins capturés dans le milieu naturel. Parmi toutes les espèces collectées en mer pour l’empoissonnement des barrages, les mulets (aussi bien Mugil cephalus que Liza ramada) sont parmi les espèces les plus importantes du point de vue halieutique puisqu’elles constituent 33% de la production totale des barrages (DGPA, 2006). De tels progrès poussent les aquaculteurs à améliorer ces élevages en envisageant la reproduction artificielle de Mugil cephalus et de Liza ramada.


La famille des Mugilidés est représentée en Tunisie par six espèces dont cinq sont très fréquentes (Mugil cephalus, Chelon labrosus, Liza aurata, Liza ramada et Liza saliens). La sixième espèce, Oedalechilus labeo, est considérée comme rare le long du littoral Tunisien (Vidy & Franc, 1993). En effet, cette dernière est l’espèce la moins signalée par les auteurs ayant travaillé sur la famille des Mugilidés en Tunisie (Tortonese, 1972 ; Farrugio & Quignard, 1973 ; Vidy & Franc, 1993 ; Blel et al., 2008). Elle reste mal connue, son habitat particulier (eaux côtières sans entrer en estuaires), la difficulté de sa capture, son intérêt limité pour la pêche et l’aquaculture, en sont les causes principales. Sa présence en Tunisie a été signalée par Quignard & Raibaut, 1972,  Ben Hassine, 1983 et  Vidy & Franc, 1989).


Bien que les Mugilidés soient d’un grand intérêt économique, leurs études en Tunisie demeurent limitées (Heldt, 1948, Farrugio, 1975, 1977, Bruslé & Bruslé, 1977). Récemment, l’analyse de dix systèmes enzymatiques a permit d’étudier les relations phylogénétiques au sein des 5 espèces de mugilidés les plus fréquentes en Tunisie (Blel et al.,  2008). 

Afin de différencier les espèces de Mugilidae, plusieurs clés d’identification peuvent être utilisées ( Farrugio, 1975 ; Thomson, 1997 ; Fiches FAO). Certains critères morphologiques externes sont utilisés tels que la longueur des nageoires pectorales et anales, la forme de la membrane adipeuse sur l’œil, de la lèvre supérieure et des maxillaires, la largeur de l’espace jugulaire, la couverture écailleuse, la coloration et la pigmentation de la tête ( Farrugio, 1977 ; Minos et al,. 2002). D’autres critères internes sont aussi utilisés mais qui nécessitent le sacrifice des poissons tels que la forme et le nombre des coeca pyloriques (Cambrony, 1983) ainsi que la forme des otolites ( Akyol & Kinacigil, 2001).

Les relations phylogénétiques de cette famille restent confuses malgré l’abondance de travaux phylogénétiques ( Autem & Bonhomme, 1980; Caldara et al., 1996; Papasotiropoulos et al., 2001 ;2002 ;2007; Rossi et al., 2004; Turan et al., 2005; Imsiridou et al., 2007 ; Blel et al., 2008 ), par ailleurs du fait d’une faible diversité morphométrique il est extrêmement difficile de distinguer les espèces en particulier à des stades juvéniles ou les séries développementales ne sont pas toutes identifiées (Trewavas & Ingham, 1972; Thomson, 1981; Caldara et al., 1996). Cependant, la détermination des mugilidés a non seulement une grande importance écologique, mais aussi pratique car elle trouve des possibilités d’application en zootechnie comme dans le domaine halieutique. Il est en effet très utile d’identifier les espèces en particulier pour l’étude du recrutement, qui est une phase clé pour la dynamique des populations. Cela permettrait ainsi d’identifier la saison et les habitats les plus favorable pour la pêche des juvéniles des espèces les plus intéressantes pour l’empoissonnement des barrages (Morovié, 1953). 

Dans le but de clarifier au mieux les relations phylogénétiques au sein de la famille des mugilidae, plusieurs études cytogénétiques ( Cataudella et al., 1974; Crosetti et al., 1993; Gornung et al., 2001; 2004; Delgado et al., 1992; Rossi et al., 1998), biochimiques (Autem & Bonhomme, 1980; Papasotiropoulos et al., 2001; Rossi et al., 2004; Turan et al., 2005; Blel et al., 2008) et moléculaires ( Caldara et al., 1996; Papasotiropoulos et al., 2002; 2007; Rossi et al., 2004; Imsiridou et al., 2007) ont été réalisées sur les mulets méditerranéens.

Dans le cadre de cette étude nous proposons de réaliser une analyse moléculaire basée sur le séquençage d’un marqueur mitochondrial (16S RNA) afin d’identifier génétiquement les différentes espèces de Mugilidae présentent en Tunisie et de souligner leurs relations phylogénétiques.

MATERIELS ET METHODES 

Parmi les six espèces, cinq (Mugil cephalus, Chelon labrosus, Liza ramada, Liza aurata et Liza saliens) ont été échantillonnées dans la lagune de Hergla (Tunisie), ces même échantillons ont fait l’objet d’une analyse allozymique (Blel et al., 2008). Oedalechilus labeo qui est une espèce strictement marine et bien qu’elle soit rare en Tunisie a pu être collecté sur les côtes du Cap Bon et plus précisément à Hammam el Ghzez. 

Les poissons ont été collectés à l’aide d’une technique artisanale, la pêche à l’épervier, et après la détermination des espèces à l’aide des clés d’identification de Farrugio (1975), un morceau de muscle à été prélevé et stocké dans de l’éthanol absolu. Deux individus de chaque espèce ont été séquencés dans cette étude.


L’extraction de l’ADN s’est faite selon la méthode standard au phénol-chloroforme (Sambrook & Russel, 2001). Les fragments d’ADNmt analysés ont été amplifiés par PCR. La réaction PCR est réalisée dans un volume final de 50µl contenant 1µl d’ADN dilué, 1µM de chaque amorce, 1,2mM de MgCl2, 74µM de chaque dNTP et 0,13 µl Taq polymérase. Pour chaque réaction d’amplification, une paire d’amorce est utilisée. Afin d’amplifier le 16s rRNA, les amorces utilisées sont celles décrites par Palumbi et al. (1991) (16SARL-SBRH.) Les conditions d’amplification consistent en une phase de dénaturation initiale à 92°C pendant 5 min suivie de 35 cycles de dénaturation à 92°C pendant 45s, d’hybridation à 50°C pendant 1 min et de polymérisation à 72°C pendant 90s. Le programme d’amplification s’achève par une phase d’élongation de 5 minutes à 72°C. Le produit PCR est par la suite purifié à l’exosap. La réaction de séquençage à été réalisée dans le sens 3’ et 5’ à l’aide du Kit de séquençage BigDye (Promega) et des amorces utilisées en PCR. 

Les séquences obtenues ont été alignées à l’aide de ClustalW (Thompson et al., 1994) dans le logiciel MEGA version 3.1 (Kumar et al., 2004).

Les relations phylogénétiques ont été estimées par la méthode du plus proche voisin Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) qui consiste à regrouper les séquences qui sont les plus similaires entre elles. Cette méthode de reconstruction est basée sur les distances calculées à l’aide de la méthode dite « Kimura à 2 paramètres » (Kimura, 1980), qui tient compte en plus de la fréquence relative des transitions et des transversions. La robustesse des nœuds des arbres phylogénétiques construits a été testée par la méthode dite du bootstrap (Felsenstein, 2004). Mille rééchantillonnages ont été réalisés pour les phylogénies reconstruites par la méthode NJ à l’aide du logiciel MEGA (Kumar et al., 2004).
RESULTATS
589 pb du gène ARN 16S des six espèces de Mugilidae en Tunisie ont été analysées et alignées avec celles disponibles dans GenBank (www.ncib.nlm.nih.gov) (voir Fig. 1).

L’arbre phylogénétique reconstruit par la méthode de NJ (Fig. 1) indique que Mugil cephalus est l’espèce la plus divergente au sein des 6 espèces échantillonnées. Oedalechilus labeo se regroupe avec les autres espèces bien que très divergente. Enfin, les trois espèces du genre Liza sont regroupées et sont phylogénétiquement très proches de Chelon labrosus puisque regroupées dans un même clade fortement soutenue. Les séquences extraites de Genbank ne présentent pas de différences avec celles issues de cette étude et confirme ainsi la détermination des espèces étudiées.

Discussion


L’identification des différentes espèces de Mugilidae se fait généralement selon certains critères morphologiques externes tels que la longueur des nageoires pectorales et anales, la forme de la membrane adipeuse sur l’œil, de la lèvre supérieure et des maxillaires, la largeur de l’espace jugulaire, la couverture écailleuse, la coloration et la pigmentation de la tête (Farrugio, 1975, Quéro & Vayne, 1997, Minos et al., 2002). D’autres critères internes sont aussi utilisés mais qui nécessitent le sacrifice des poissons tels que la forme et le nombre des coeca pyloriques (Cambrony, 1983) ainsi que la forme des otolites (Akyol & Kinacigil, 2001). Dans cette étude, l’identification s’est basée sur les caractères externes pour discriminer les 6 espèces de Tunisie (Mugil cephalus, Chelon labrosus, Liza ramada, Liza aurata, Liza saliens et Oedalechilus labeo). Bien que l’espèce O. labeo est considérée comme rare en Tunisie (Tortonese, 1972 ; Farrugio & Quignard, 1973 ; Vidy & Franc, 1993 ; Blel et al., 2008), quelques spécimens ont pu être collectés au cours de l’échantillonnage le long des côtes du Cap Bon. L’utilisation des séquences de l’ARN 16S confirme la détermination issue des caractères morphométriques et confirme la présence de cette espèce en Tunisie. O. labeo a toujours été l’espèce la moins décrite par les auteurs ayant travaillé sur la famille des Mugilidés en Tunisie. Les séquences de ce même marqueur moléculaire (ARN 16S) peuvent être utilisées pour étudier les relations phylogénétiques au sein de la famille des Mugilidae. L’arbre phylogénétique obtenu confirme les relations phylogénétiques obtenues par Rossi et al. (2004) et Papasotiropoulos et al. (2007) pour les mêmes espèces de mugilidés présentes respectivement en Italie et en Grèce. Ce résultat n’est pas surprenant puisque le même marqueur et les mêmes espèces ont été analysés dans cette étude. L’intérêt de cette étude est de valider la présence d’O. labeo dans les eaux tunisiennes, de confirmer les relations phylogénétiques et de présenter des données de diversité interspécifique. Cependant, aucune différence entre les séquences des espèces échantillonnées en Tunisie et en Italie n’a été observée. Cet apparent manque de diversité génétique est probablement lié au marqueur utilisé dans cette étude, l’ARN 16S, qui est un gène peu variable utilisé généralement pour la reconstruction des phylogénies des procaryotes pour ses nombreuses caractéristiques dont la plus importante est qu’il n’a probablement pas subi d’évènements de transferts horizontaux entre espèces au cours de l’évolution (Woese, 1987).


Concernant la structure de l’arbre inféré à partir des mutations de l’ARN 16S et comme indiqué dans les études réalisées en Italie (Rossi et al., 2004) et en Grèce (Papasotiropoulos et al., 2007), Mugil cephalus est l’espèce la plus divergente au sein des mugilidés présents en Méditerranée. Ce résultat est en accord à la fois avec les  données allozymiques 

[image: image1]
Fig. 1 Arbre phylogénétique issu de l’analyse de 589 pb de la séquence du ARN 16S reconstruit à l’aide de la méthode Neighbor-joining (NJ) (Saitou & Nei 1987) et des distances estimées par la méthode Kimura 2-paramètre distance (Kimura, 1980). Les valeurs numériques aux nœuds indiquent les scores de bootstrap.

(Autem & Bonhomme, 1980; Papasotiropoulos et al., 2001; Rossi et al., 2004; Blel et al., 2008), et celles obtenues à l’aide d’autres gènes mitochondriaux (cytochrome b, COI) et nucléaire (ARN 5S) (Caldara et al., 1996; Papasotiropoulos et al., 2002; 2007; Rossi et al., 2004; Imsiridou et al., 2007). La position divergente de M. cephalus est conforme aux inférences de Thomson (1997) qui sur la base des caractères morphométriques, fait du genre Mugil un genre plus ancien que Liza, Chelon et Oedalechilus. Ceci est également en accord avec les données cytologiques puisque seul M. cephalus présente un caryotype dont tous les chromosomes (48) sont acrocentriques, caractéristique considérée comme primitive au sein de cette famille (Gornung et al., 2001 ; 2004).


La position d’Oedalechilus labeo dans l’arbre phylogénétique montre que cette espèce a divergé après la divergence de M. cephalus ce qui est en accord avec les autres données génétiques disponibles (Rossi, 2004, Gornung et al., 2007, Fraga et al., 2007) et les données cytogénétiques (Gornung et al., 2001 ; 2004). En revanche, ce résultat conteste l’hypothèse de Thomson (1997) qui suggérait une proximité génétique entre les genres Chelon et Oedalechilus.

Enfin, comme précédemment discuté dans de nombreuses études  (Autem & Bonhomme, 1980; Papasotiropoulos et al., 2001; Rossi et al., 2004; Blel et al., 2008), Chelon labrosus apparaît regroupé avec les espèces du genre Liza (Liza aurata, Liza ramada et Liza saliens). Le genre Chelon constitué de deux espèces (Thomson, 1997) ne semble pas valide et pourrait être un synonyme du genre Liza. Cependant, en l’absence de données sur la position phylogénétique de Chelon bispinosus, l’autre espèce supposée appartenir au genre Chelon, aucune conclusion définitive ne peut être faite. 
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