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Divergence génétique
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La divergence génétique entre les espèces de moule d’eau douce a été examinée
à l’aide de marqueurs allozymiques. Les échantillons ont été collectés au mois d’avril
2012 au niveau de l’Oued Douimiss, situé dans le bassin versant de l’Ichkeul (nord de
la Tunisie). Après identification morphologique, l’étude a été portée sur deux espèces de
moule d’eau douce : Unio ravoisieri et Unio durieui. Neuf systèmes enzymatiques codés
par 11 loci ont été exploités pour caractériser la diversité et la divergence génétique entre
les deux espèces. L’analyse de la diversité génétique a défini un monomorphisme allo-
zymique extensif, mais comparable à de nombreuses espèces en danger de la famille des
Unionidés. Le taux d’hétérozygotie moyenne attendue non biaisée (Hnb) a été très fai-
ble, Hnb moyenne sur les loci est de 0,009 chez Unio ravoisieri et de 0,010 chez Unio
durieui. La vérification de l’équilibre de Hardy-Weinberg par le test exact n’a montré
aucun écart à la situation de la panmixie. Des différences dans les profils enzymatiques
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ont été détectées entre Unio ravoisieri et Unio durieui avec la mise en évidence de plu-
sieurs loci diagnostiques. La distance génétique non biaisée de Nei entre les deux espè-
ces a été de 0,588 soutenant ainsi le niveau de la divergence à l’échelle spécifique.
Mots-clés : Unionidés, isozymes, loci diagnostiques, divergence génétique, bassin de
l’Ichkeul. 

Genetic divergence between the freshwater mussels 
Unio durieui and Unio ravoisieri (Mollusca: Bivalvia: Unionidae) 

in the Douimiss River (Tunisia) 

Genetic divergence between two freshwater mussel species, Unio ravoisieri
and Unio durieui, was examined using allozyme markers. Samples were collected
during April 2012 from the Douimiss River of the Ichkeul watershed, located in northern
Tunisia. Nine enzyme systems encoded by 11 loci were used to characterize genetic
diversity and genetic divergence between the two species. Analysis of genetic diversity
defined an extensive allozyme monomorphism, comparable to that of several threatened
species of the family Unionidae. The mean unbiased expected heterozygosity (Hnb) was
very low, the mean Hnb over loci being 0.009 for Unio ravoisieri and 0.010 for Unio
durieui, and the verification of Hardy-Weinberg equilibrium by the exact test showed no
significant deviation from panmixia. Differences in enzyme profiles were detected bet-
ween Unio ravoisieri and Unio durieui, with the detection of several diagnostic loci. The
unbiased Nei genetic distance between the two species was 0.588, thus supporting their
divergence at the specific level.
Keywords: Unionidae, allozymes, diagnosis loci, genetic divergence, Ichkeul watershed. 

Introduction

De nos jours, le déclin rapide de la biodiversité des eaux douces est devenu
l’une des plus grandes préoccupations dans le monde (RICCIARDI & RASMUSSEN,
1999 ; LYDEARD et al., 2004). Les Mollusques d’eau douce sont le groupe d’orga-
nismes le plus menacé avec des taux de déclin bien plus élevés que celui des autres
groupes (RÉGNIER et al., 2009). La dégradation des habitats et la détérioration de
la qualité des eaux seraient les causes majeures de leur déclin (BOGAN, 1993 ;
DUDGEON et al., 2006 ; DOWNING et al., 2010).

Les moules d’eau douce de la famille des Unionidés sont des Mollusques
Bivalves largement répartis dans les continents du monde, à l’exception
l’Antarctique (HAAS, 1969 ; BOGAN, 2008). Cette famille forme le groupe des
moules d’eau douce le plus diversifié au niveau spécifique, avec plus de 670 espèces
identifiées (GRAF & CUMMINGS, 2007).

Le cycle de vie chez les Unionidés est fort complexe. Il comporte 4 stades de
développement : larve glochidium, stade parasitaire, juvénile et adulte. Le mode de
reproduction est gonochorique, la fécondation se produit sans copulation et les
femelles sont vivipares. Le sperme du mâle est capté par la femelle en filtrant l’eau.
La fertilisation des œufs et le développement des embryons ont lieu dans une région
spécialisée des branchies, appelée le marsupium où ils se développent en une larve
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glochidium. Cette dernière est expulsée dans la colone d’eau pour passer une courte
période pré-parasitaire planctonique dispersive. La phase parasitaire proprement dite
est entamée après la fixation et l’enkystement du glochidium sur les branchies d’un
poisson téléostéen spécifique afin de terminer sa métamorphose en une moule juvé-
nile (BARNHART et al., 2008).

En Tunisie, les moules d’eau douce du genre Unio de la famille des Unionidés
présentent une distribution très restreinte dans les milieux lotiques et lentiques nord
du pays et occupent les étages bioclimatiques humide et subhumide. Trois espèces du
genre Unio ont été identifiées en Tunisie : Unio ravoisieri, Unio gibbus et Unio
durieui (KHALLOUFI, 2010 ; KHALLOUFI et al., 2011). Unio ravoisieri est une
espèce commune et la plus fréquente de l’Afrique du Nord (KHALLOUFI, 2010 ;
GRAF & CUMMINGS, 2011). Cependant, Unio durieui est une espèce en danger
d’extinction, inscrite sur la liste rouge de l’Union International de la Conservation de
la Nature depuis 2010 (VAN DAMME et al., 2010). Ces deux espèces se ressemblent
beaucoup morphologiquement et sont facilement distinguable d’Unio gibbus. En
effet, la forme de la coquille chez Unio ravoisieri et Unio durieui est ovale, d’aspect
allongé et du même ordre de grandeur, tandis que Unio gibbus est plutôt sub-rectan-
gulaire et moins allongé.

L’identification basée uniquement sur des critères morphologiques et anato-
miques conduit parfois à la confusion entre espèces qui se ressemblent étroitement.
Dans de telles circonstances, comme c’est le cas chez plusieurs espèces de moule
d’eau douce, les méthodes génétiques ont été utilisées pour confirmer l’identité de
l’espèce (PRIÉ et al., 2012 ; PRIÉ & PUILLANDRE, 2014). Les marqueurs géné-
tiques sont devenus un outil majeur pour la systématique et pour résoudre les problè-
mes taxonomiques compris entre espèces et population.

Parmi les différents marqueurs génétiques, les isoenzymes qui présentent des
outils très efficace pour la détermination de la structure réelle des populations et l’esti-
mation du flux de gène inter et intra espèces dans les populations naturelles. Les
grandes différences biochimiques entre les espèces, si facilement résolus par les
électrophorèses, font des allozymes une technique précieuse pour identifier les mem-
bres de différentes espèces et d’évaluer la variation génétique entre les populations
(AVISE, 1975).

Ce travail présente les résultats d’une étude visant à (1) comparer la variation
génétique chez les moules d’eau douce de l’Oued Douimiss (nord de la Tunisie) et la
comparer aux autres espèces de la famille des Unionidés (2) fournir des clés d’iden-
tification basées sur des locus enzymatiques diagnostiques facilitant la distinction
entre les espèces à n’importe quel stade du cycle de vie (3) clarifier le niveau de la
relation et de la divergence génétique entre les espèces collectées. 
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Matériel et méthodes

Matériel biologique
Les analyses ont été portées sur 35 spécimens de moule d’eau douce collectés

de l’Oued Douimiss du bassin versant de l’Ichkeul, situé au nord de la Tunisie (coor-
données géographiques : 37°12’ Nord, 09°37’ Est). La collecte a été effectuée pen-
dant le mois d’avril 2012. Les spécimens ont été obtenus manuellement en utilisant
des zones peu profondes de l’Oued (moins de 0,5 m de profondeur) et des fonds
sableux-vaseux. Les individus collectés ont été ramenés vivants au laboratoire.
Dès leur arrivée, ils ont été placés dans des aquariums bien aérés contenant de l’eau
de leur habitat d’origine. L’identification des spécimens au niveau spécifique a été
basée sur des critères morphologiques externes de la coquille tels que décrits par
KHALLOUFI (2010) et KHALLOUFI et al. (2011). Cette identification nous a per-
mis de clarifier l’existence de deux espèces de moule d’eau douce cohabitant l’Oued
Douimiss : une population d’Unio ravoisieri de 10 spécimens (longueur maximale
moyenne des coquilles L = 52,96 ± 5,91 mm) et une population d’Unio durieui de
25 spécimens (L = 52,82 ± 5,68 mm). 

Analyses électrophorétiques
La dissection a été réalisée sur des individus vivants. Au cours de la dissec-

tion, un morceau de muscle adducteur ainsi que la glande digestive ont été prélevés
sur chaque individu (≈ 0,1 g chacun). Ces morceaux ont été broyés séparément dans
des tubes Eppendorf avec 80 µL de solution d’extraction de pH = 6,8 (Tris : 1,2 g/L ;
EDTA : 0,37 g/L ; NADP : 0,04 g/L) grâce à un homogénéisateur Ultraturax T8. Le
broyat obtenu est ensuite centrifugé à l’aide d’une micro-centrifugeuse réfrigérée
(+4°C) pendant 15 minutes à une vitesse de 12.000xg. Le surnageant, contenant l’ex-
trait protéique, est récupéré puis conservé au congélateur à une température de -60°C
jusqu’à utilisation pour les électrophorèses. 

Les électrophorèses ont été réalisées sur des gels horizontaux d’amidon à 11 %
de concentration en utilisant deux systèmes tampons : Tris/Citrate/Borate pH = 8,7
(TCB 8.7) et Tris/Citrate pH = 8 (TC 8). La composition des systèmes tampons est
détaillée dans le tableau 1. Un total de 9 systèmes enzymatiques correspondant à
11 locus putatifs, montrant une très bonne résolution et une reproductibilité satisfai-
sante, ont été analysés (tableau 2). Les systèmes enzymatiques, leurs noms et leurs
codes EC (Enzyme Commission) ont été exprimés selon les recommandations de
l’Union Internationale de Biochimie, Comité de la Nomenclature (IUBNC, 1984).
Des indices ont été attribués aux allèles en utilisant toujours le même génotype d’un
individu d’Unio ravoisieri comme référence pour tous les gels, puisqu’il représente
l’espèce commune du nord de l’Afrique. L’indice 100 a été attribué à l’allèle le plus
fréquent, les autres auront d’autres indices supérieurs (+5) ou inferieurs (-5) selon leur
migration par rapport à l’allèle le plus fréquent. Les colorations histochimiques utili-
sées pour la révélation enzymatique ainsi que la préparation des gels et des systèmes
tampons ont été mises au point à l’aide de l’ouvrage de PASTEUR et al. (1987).
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Analyses des données
L’analyse et l’interprétation des données génétiques conduit à identifier, pour

chaque locus enzymatique, les allèles et les génotypes présents dans les échantillons
et à établir leur fréquence. La diversité génétique a été exprimée par le nombre
moyen d’allèles par locus (Am), l’hétérozygotie observée (Ho, pourcentage d’individus
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Tableau 1
Composition des solutions tampons d’électrophorèses utilisées pour la séparation des protéines 

enzymatiques. TCB 8.7, Tris Citrate Borate pH = 8,7 et TC 8, Tris Citrate pH = 8 
(PASTEUR et al., 1987).

Composition of electrophoretic buffers used to separate enzymatic proteins. TCB 8.7, 
Tris Citrate Borate pH = 8.7 and TC 8, Tris Citrate pH = 8 (PASTEUR et al., 1987).

Systèmes tampons d’électrophorèse
TCB 8.7 TC 8

Tampon d’électrode Acide borique (0,3 M) Tris (0,62 M)
NaOH (0,06 M) Acide citrique (0,14 M)
pH ajusté à 8,2 pH ajusté à 8

Tampon de gel Tris (0,62 M) Dilution 1/29 du tampon d’électrode
Acide citrique (0,005 M) pH ajusté à 8
pH ajusté à 8,7

Tableau 2
Liste des systèmes enzymatiques étudiés chez les moules d’eau douce Unio durieui et Unio ravoisieri

de l’Oued Douimiss (Tunisie) et conditions expérimentales utilisées.
Enzymatic systems studied in the freshwater mussels Unio durieui and Unio ravoisieri

from Douimiss River (Tunisia) and the experimental conditions.

Nom du système enzymatique EC A Locus Tampon B Tissus C

Estérase 3.1.1.1 EST* TCB 8.7 G.d.
Glucose-6-phosphate-isomérase 5.3.1.9 PGI* TC 8 M.a.
Glutamate-déshydrogénase 1.4.1.2 GDH* TC 8 M.a.
Glycérol-3-phosphate-déshydrogénase 1.1.1.8 G3PDH-1* TC 8 G.d.

G3PDH-2* TC 8 G.d.
Leucine-aminopeptidase *.*.*.* LAP* TC 8 M.a.
Malate-déshydrogénase 1.1.1.37 MDH* TC 8 M.a.
Phosphoglucomutase 5.4.2.2 PGM* TC 8 M.a.
Sorbitol-déshydrogénase 1.1.1.14 SDH* TC 8 G.d.
Superoxyde-dimutase 1.15.1.1 SOD-1* TCB 8.7 G.d.

SOD-2* TCB 8.7 G.d.

A : EC, Enzyme Commission code d’après International Union of Biochemistry, Nomenclature Committee
(IUBNC, 1984).
B : Tampon d’électrophorèse utilisés : TC 8, Tris Citrate pH 8 et TCB 8.7, Tris Citrate Borate pH 8,7 
(PASTEUR et al., 1987).
C : G.d, Glande digestive ; M.a., Muscle adducteur.



hétérozygotes dans l’échantillon), l’hétérozygotie attendue non biaisée (Hnb) selon
NEI (1978) et le pourcentage de loci polymorphes (P). Un locus est considéré comme
polymorphe si la fréquence de l’allèle le plus commun est inférieure à 99 %. Ces
paramètres ont été estimés à l’aide du logiciel GENETIX version 4.05 (BELKHIR et
al., 2004).

L’écart potentiel à l’équilibre de Hardy-Weinberg a été testé en estimant la
statistique FIS de WRIGHT (1951) selon WEIR & COCKERHAM (1984). Ce para-
mètre, mesurant le déséquilibre en individus hétérozygotes, a été calculé par locus et
pour l’ensemble des loci confondus. Les valeurs exactes des probabilités p indiquant
le niveau de significativité du paramètre FIS ont été estimées par la méthode de la
chaîne de Markov (test exact) via le logiciel GENEPOP version 4 (RAYMOND &
ROUSSET, 1995). 

La différenciation génétique a été également mesurée par l’indice FST de
WRIGHT (1951) selon l’estimateur de WEIR & COCKERHAM (1984). Cet indice
a été déterminé par locus et sur l’ensemble des loci. Les valeurs p de probabilité pour
rejeter l’hypothèse nulle (absence de différenciation) ont été estimées après 1 000
permutations à l’aide du logiciel FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2001). Le degré de diver-
gence génétique entre les deux espèces a été estimé par la distance génétique non
biaisée (Dnb) de Nei (1978) en utilisant le logiciel GENETIX version 4.05 (BELKHIR
et al., 2004).

Résultats et discussion

Les fréquences alléliques chez les deux espèces ainsi que les valeurs des indi-
ces de la diversité génétique sont résumées dans le tableau 3. Des différences dans
les profils enzymatiques non équivoques ont été détectées entre Unio ravoisieri et
Unio durieui, incluant des remplacements entiers des allèles aux loci GDH*, LAP*
et SDH* et des différences extrêmes dans les fréquences alléliques au locus GPI*
entre les deux espèces. Les restes des loci (EST*, G3PDH-1*, G3PDH-2*, MDH*,
SOD-1* et SOD-2*) ont dévoilé aucune différence au niveau des zymogrammes.
L’analyse de la variabilité génétique des 11 loci montre un polymorphisme très fai-
ble chez les deux espèces. Deux loci seulement se sont avérés polymorphes, PGI*
chez Unio ravoisieri et PGM* chez Unio durieui. Généralement, les loci étudiés peu-
vent être classés en trois catégories : des loci monomorphes fixés par les deux espèces
pour le même allèle en commun, des loci monomorphes diagnostiques permettant la
distinction entre les deux et des loci polymorphes (Figure 1).

Le nombre moyen d’allèles par locus Am est relativement faible, sa valeur
moyenne sur l’ensemble des échantillons est de 1,1. Le taux de polymorphisme au
seuil de 99 % ne dépasse pas 10 % pour les deux espèces. Les valeurs d’hétérozygo-
tie observées Ho multiloci sont de 0,009 chez Unio ravoisieri et de 0,011 chez Unio
durieui. L’hétérozygotie attendue non biaisée Hnb est de même ordre que celle obser-
vée chez les deux espèces, signalant l’absence de déviation à la situation de panmixie
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Tableau 3
Fréquences alléliques et diversité génétique déterminées chez les moules d’eau douce Unio durieui et
Unio ravoisieri de l’Oued Douimiss (Tunisie). Am, nombre moyen d’allèles par locus; P0.99, pourcentage
des loci polymorphes au seuil de 99 %; Ho, hétérozygoties observées; Hnb, hétérozygotie attendue non
biaisée et FIS, indice de déséquilibre en hétérozygotes de WRIGHT (1951) calculés selon les estimateurs
de WEIR & COCKERHAM (1984).
Allelic frequencies and genetic diversity determined for the freshwater mussels Unio durieui and Unio ravoi-
sieri from Douimiss River (Tunisia). Am, mean number of alleles per locus; P0.99, percentage of polymorphic
loci at a level of 99 %; Ho, observed heterozygosity; Hnb, unbiased expected heterozygosity and FIS,
WRIGHT’s (1951) inbreeding index, computed following WEIR & COCKERHAM’s (1984) estimators.

Locus U. durieui U. ravoisieri
EST* 100 1 1
G3PDH-1* 100 1 1
G3PDH-2* 100 1 1
GDH* 100 0 1

105 1 0
LAP* 100 0 1

105 1 0
MDH* 100 1 1
PGI* 95 1 0,050

100 0 0,950
Ho 0 0,100

Hnb 0 0,100
FIS _ 0

PGM* 100 0 1
105 0,940 0
110 0,060 0
Ho 0,120 0

Hnb 0,115 0
FIS -0,043 _

SDH* 100 0 1
105 1 0

SOD-1* 100 1 1
SOD-2* 100 1 1
Am 1,091 1,091
P0,99 0,091 0, 091
Ho 0,011 0,009
Hnb 0,010 0,009
FIS -0,043 0
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Figure 1
Quelques exemples des profils des 9 systèmes enzymatiques révélés chez les moules d’eau douce Unio
durieui et Unio ravoisieri de l’Oued Douimiss (Tunisie). A, loci monomorphes fixés par l’ensemble des
deux espèces pour le même allèle en commun ; B, loci monomorphes diagnostiques permettant la distinc-
tion entre les deux espèces et C, loci polymorphes. Les flèches indiquent l’origine et le sens de la migra-
tion des électrophorèses. Les abréviations indiquent les noms des systèmes enzymatiques (encadrés), les
noms des loci (en italique) et les tissus sources de chaque enzyme (G.d., Glande digestive ; M.a., Muscle
adducteur).
Examples of profiles for the 9 enzyme systems obtained for the freshwater mussels Unio durieui and Unio
ravoisieri from Douimiss River (Tunisia). A, monomorphic loci fixed in both species for the same common
allele; B, diagnostic monomorphic loci allowing the differentiation of the two species; C, polymorphic
loci. The arrows indicate the origin and direction of electrophoretic migration. Abbreviations indicate the
names of the enzyme systems (boxes), the names of the loci (in italics) and the source tissue of each enzy-
me (G.d., digestive gland; M.a., adductor muscle).



(valeurs FIS non significatives). L’ensemble de ces résultats indiquent que les deux
espèces maintiennent un faible niveau de diversité génétique caractérisant les espè-
ces menacées (SPIELMAN et al., 2004). Des résultats similaires de faible niveau de
diversité génétique ont été rapportés chez diverses espèces menacées ou en voie de
disparition de la famille des Unionidés (revu dans CUROLE et al., 2004).

La diversité génétique d’une espèce ou d’une population constitue son poten-
tiel évolutif, ou potentiel, à s’adapter à des changements environnementaux 
(TEMPLETON et al., 2001 ; FRANKHAM et al., 2002). Ce potentiel évolutif parti-
cipe à la capacité de spéciation d’une population et donc à la création de diversité en
termes d’espèces, de communautés et d’écosystèmes (TEMPLETON et al., 2001).
La capacité d’une population à s’adapter à une pression de sélection ou résister à une
extinction déterminée dépend de la quantité de variabilité génétique. Les facteurs qui
réduisent la variabilité génétique augmentent ainsi la probabilité d’extinction. La
disparition de certaines espèces n’est pas uniquement un problème de taille de popu-
lation, mais elle est aussi en partie la conséquence de leur faible diversité génétique.
La perte de la diversité a comme conséquence un appauvrissement du patrimoine
génétique et spécifique. 

Pour étudier la différentiation génétique, nous avons utilisé l’indice FST de
WRIGHT (1951) estimé selon WEIR & COCKERHAM (1984) à différents niveaux
par locus et entre espèces (Tableau 4). La valeur FST moyenne est hautement élevée
et statistiquement significative (FST = 0,9776 ± 0,0163 ; p < 0,001) indiquant une
forte différentiation génétique entre les deux espèces. La différentiation observée est
importante malgré le faible polymorphisme des marqueurs allozymiques employés.
Celle-ci est bien illustrée par la présence d’allèles privés (ou spécifiques) au niveau
des loci GDH*, LAP*, PGI*, PGM* et SDH*.

La valeur de distance génétique de NEI (1978) entre Unio durieui et Unio
ravoisieri est de l’ordre de 0.588. Cette valeur dépasse celles trouvées typiquement
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Tableau 4
Valeurs de l’indice de différenciation génétique FST selon WEIR & COCKERHAM (1984) calculées par
locus polymorphe et diagnostique et pour l’ensemble des loci entre les échantillons de moules d’eau douce
Unio durieui et Unio ravoisieri de l’Oued Douimiss (Tunisie). 
Values of the fixation index ( FST) according to WEIR & COCKERHAM (1984), calculated per polymorphic
and diagnostic locus and for overall loci between samples of the freshwater mussels Unio durieui and Unio
ravoisieri from Douimiss River (Tunisia). 

Locus FST Valeur p
GDH* 1 < 0,001
LAP* 1 < 0,001
PGI* 0,970 < 0,001
PGM* 0,919 < 0,001
SDH* 1 < 0,001
La moyenne 0,978 < 0,001



entre les espèces congénères (THORPE, 1982) et étant également significatif au
niveau spécifique (NEI, 1987).

En conclusion, cette investigation présente une perspective utile, mais préli-
minaire de la structure des populations des moules d’eau douce de l’Oued Douimiss.
Le nombre important de loci diagnostiques mis en évidence entre Unio ravoisieri et
Unio durieui ainsi que les valeurs élevées des distances génétiques trouvées attestent
du niveau de divergence entre ces deux espèces et facilitent par conséquent l’identi-
fication, même à des stades plus précoces de l’histoire de vie. Il est important de
signaler l’importance des résultats obtenus ici à l’aide des marqueurs allozymiques,
qui apportent sur le plan fondamental des résultats intéressants confortant la systé-
matique des deux espèces établie sur la base de critères morphologiques et/ou anato-
mique. De plus, la pertinence de ces marqueurs touche également le domaine de la
conservation et de la gestion des stocks de ces ressources. 
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