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Résumé

Natives d’Asie, d’Afrique, du Moyen-Orient et d’Atnalie, les palourdes asiatiques de genre
Corbiculacomptent parmi les bivalves les plus invasifs arope et en Amérique. Le genre a
été deécrit pour la premiere fois en Europe danameges 1980 et en Amérique dans les
années 1920. Dans leur aire d’invasion, ces padsundt des impacts écologiques et
economiques énormes, telles que des dégats aakatiens industrielles, des perturbations
des réseaux trophiques et une compétition avezsleisces natives.

Jusqu’a aujourd’hui, il y avait peu d’indicationrsjuelles especes avaient envahi I'Europe,
leur point d’entrée et leurs routes d’invasions.dbire, la taxonomie du gen@orbiculaest
tres controversée, principalement a cause d’urie fasticité phénotypique et d’'un mode de
reproduction unique chez certaines lignées, I'agein@se.

L’androgenese est une forme de reproduction unéegui correspond a une hérédité
paternelle stricte. Aprés la fécondation d’'un ovpde un spermatozoide non-réduit et
biflagellé, les chromosomes maternels sont expgiggs forme de deux globules polaires
mais les mitochondries sont retenues dans le @dop. Le sperme androgénétique peut
aussi parasiter des oocytes de lignéeSatbiculadifférentes, ceci pouvant étre vu comme
une sorte de parasitisme des ceufs. Ce phénoméitte s une disjonction entre les lignées
nucléaires et mitochondriales, ainsi qu’entre laphologie et I'haplotype mitochondrial.

Cette étude est la premiére a se focaliser de meagi@bale sur le genf@orbiculaen Europe.

Par une approche intégrative combinant analysephotgiques, séquencage des genes
mitochondriaux COI et Cytb ainsi que génotypagenayen de margueurs microsatellites,
nous avons pu clarifier la systématique du g€ubiculaen Europe et pouvons affirmer que
seules trois lignées ne représentant qu’une trite partie de la diversité native ont envahi
notre continent. Ces lignées sont similaires vioiemtiques aux palourdes invasives en
Amérique et a certaines lignées asiatiques. Denfaggprenante, tous les individus au sein
d’'une de ces lignées sont des clones parfaitpatimgent des génotype, haplotype
mitochondrial et morphotype identiques. Parmi lié&ntes lignées, I'une d’elles est
largement dominante tant au point de vue de sonddmze que de sa distribution, cette
prépondérance étant certainement liée a une pluslgrcapacité d’adaptation
écophysiologique et a la possession d'un « Gefengdose Genotype ». Cette approche



intégrative montre également que I'hybridation emés différentes formes européennes est
possible et vérifie le parasitisme des ceufs.

Ce dernier phénomene ainsi que I'observation densgtezoides biflagellés tendent a prouver
que I'androgenese est le mode de reproductionigiesels européennes.

Enfin, des caryotypes couplés a nos analyses degimas microsatellites suggerent que les
formes européennes pourraient étre triploidese teptioidie étant lié a 'androgenese.

Mémoire de master en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire
Janvier 2011

Promoteur: Prof. K. Van Doninck
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION .

1. LES INVASIONS BIOLOGIQUES

Les espéces invasives sont des espéces qui antrétiuites, délibérément ou
accidentellement, au-dela de leur zone de distabutaturelle ou de leur zone naturelle de
dispersion potentielle. Les invasions biologiquesyent résulter de changements climatiques
ou tectoniques ainsi que d’introductions anthropg(Vermeij 1996). Pour étre un
envahisseur efficace, une espece non-indigéngpds#éder certaines caractéristiques telles
que, entre autres: une variabilité génétique efpleicité phénotypique importantes, une
tolérance physiologique aux changements abiotiguess qu’une stratégie reproductive de
type r (Sousat al. 2008b).

Les invasions biologiques se déroulent suivans tpbiases majeures : I'arrivée,
I'établissement et I'intégration (Moyle & Light 18R L’arrivée correspond a la dispersion
des individus dans I'’écosysteme fraichement ent&dtiablissement correspond au maintien
de la population invasive, notamment par la repctido. Enfin, le stade d’intégration est
atteint lorsque I'espece invasive et les relatipmglle a établies avec les espéces natives
influent sur la sélection (Vermeij 1996).

Les invasions biologiques ont d’énormes impactsrenmementaux, sociaux, économiques et
culturels. Les populations d’especes non-indigangsgnentent a I'échelle mondiale et
constituent des menaces majeures pour la biodigefsinvironnement et les écosystemes
(Sandes 2003, Leured al.2002). D’un point de vue économique, les espéoasmdigenes
représentent un codt, a I'échelle mondiale, eséirh@7 milliards de dollars US par an (Leung
et al.2002).

La décennie 2005-2015 a été décrétée, par lesridatiaies, Décennie Internationale
d’Action « L'eau, source de vie ». En effet, ladiiersité et les ressources biologiques des
eaux intérieures doivent faire face a des menaegdud en plus importantes découlant des
activités humaines. Ces mises en danger des éenomsdulcaquicoles sont notamment liées
aux invasions de ces milieux par des especes eestiipudgeort al. 2006). On peut citer

de nombreux cas d’introduction qui ont complétentemtsformé un biotope dulgcaquicole.
Parmi les plus spectaculaires, on trouve l'intrdiuncde la perche du Nilates niloticusdans

le lac Victoria, ou encore I'invasion des riviedss plaines ouest-américaines par la moule
zébréeDreissena polymorphéMoyle et Light 1996).

En eaux douces, parmi toutes les especes intrgdageals 10 a15% (U.S. Congress, OTA
1993) s’établissent et deviennent envahissantsai@es conditions sont, en effet, requises
pour rendre une invasion fructueuse. Parmi celleshcpeut citer : un nombre suffisant
d’envahisseurs ; des caractéristiques biologiqessdvahisseurs, tels que leur mode de
reproduction, favorables a l'invasion ainsi que dasditions environnementales appropriées.
Cependant, ces conditions ne se présentent gémératigue sur de courtes périodes.

Les conditions abiotiques peuvent déterminer & akiles le devenir d’'une invasion
biologique (Moyle & Light 1996).
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Malgré quelques exemples spectaculaires d'intréoilnstdestructrices des écosystemes natifs
(voir plus haut), la plupart des cas d’'invasionsshpas associée a des extinctions massives
des populations natives. En effet, en plus de fhapatibilité entre ses propres caractéristiques
biologiques et le milieu envahi, cette espéce féié face a une résistance biotique a son
établissement dans un nouvel écosysteme. Cett@degst principalement représentée par la
prédation et la compétition avec les especes matR@&mi les invasions qui ont réussi, seule
une minorité crée des changements majeurs dasgd&smes receveurs. Cependant, la
majorité des envahisseurs cause des changemetits, gals que des disparitions locales ou
des changements comportementaux ou évolutifs geses natives (Moyle & Light 1996).

Bien que tous les systémes aquatiques puissemnitiEment étre envahis, tous ne
réagissent pas pareillement aux invasions. Touodth les écosystemes simples et a faible
nombre d’espéces natives sont plus facilement biéisés que les écosystemes complexes
(Moyle & Light 1996). Ensuite, le niveau de pertatibn de I'’écosysteme détermine
également le succés d’'une invasion. Les envahsseuy en effet, plus de chance de s’établir
guand les assemblages natifs d’'organismes ong¢mgorairement perturbés ou amoindris
(Moyle & Light 1996). De plus, la résistance biatgga I'invasion dans les systemes d’eau
douce se manifeste surtout dans les premiers stiad@®cessus d’invasion. Le succes a long
terme (intégration) d’une espéce invasive est pitobable dans un systeme aquatique altéré
en permanence par l'activité humaine que dans stese Iégérement perturbé.

La sensibilité a I'invasion d’un systéme aquatigaéurel est liée aux interactions entre la
variabilité et la prédictibilité environnemental&n général, les envahisseurs semblent moins
s’établir dans des environnements hautement prigiéistquel que soit leur niveau de
variabilité et semblent plus enclins a s’instatlans des environnements a faible prédictibilité
(Moyle & Light 1996).

La phase critique lors d’'une invasion est I'éta@iment. Durant cette période, c’est surtout
I'accessibilité a la nourriture qui est limitan€@ette limitation fait des grands prédateurs
piscivores et des organismes omnivores/détritiviaegnvahisseurs les plus efficaces. Les
piscivores introduits se nourrissent d’animauxg)aifcapables de reconnaitre ces nouveaux
prédateurs. Les omnivores/détritivores utilisem gource de nourriture rarement limitante
dans les systemes aquatiques. Ces groupes tropluguidonc généralement un acces quasi-
illimité a leurs ressources alimentaires.

Les Mollusques bivalves dulgaquicoles jouent ue ndiportant au sein des écosystemes
aquatiques (Strayet al. 1999).

En effet, les bivalves constituent la majorité abiomasse zoobenthique dans de nombreux
fleuves, riviéres, lacs et estuaires et sont lagdirs principaux de nombreux écosystémes en
eau peu profonde. Les taux de filtration des pdmra de ces mollusques peuvent étre
considérables, atteignant de 10 & 100% de la celdieau par jour. On peut donc facilement
imaginer I'impact des bivalves sur la concentragbifa composition en particules en
suspension et donc sur la structure et le foncéorent des écosystemes dulgaquicoles
(Strayeret al. 1999).

Les activités humaines alterent également sougethemsité et la composition des
communautés de bivalves, et transforment de céafattucture et le fonctionnement des
écosystemes. On peut lier a 'homme de brutalesantations ou diminutions des
populations de bivalves. Les extinctions sont dssdéament dues aux récoltes des especes
economiguement intéressantes ainsi qu’a la poligtcautres altérations de leurs habitats.

5
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De plus, on observe simultanément une destructisrpdpulations par 'homme et des
introductions massives, accidentelles ou déliberBespéces invasives. Ces mollusques
envahissants développent souvent des populatiéasiénses avec de hauts taux de filtration
(Strayeret al. 1999).

Bien qu’il soit avéré gue les bivalves exotiquesan douce aient un impact important sur le
phytoplancton et les consommateurs qui en dépemitectement, le lien entre bivalves et
écosysteme est complexe et peut affecter I'écasystie plusieurs fagons. Les bivalves
peuvent (1) enlever les particules en suspensioytgplancton) de la colonne d’eau, (2)
réduire les populations qui en dépendent, (3) antgndées populations capables d'utiliser les
bivalves ou leurs déchets, (4) libérer les resssuntilisées auparavant par le phytoplancton,
et (5) augmenter les populations qui sont capabidgiser ces ressources libérées (Stragter
al. 1999).

Parmi les introductions de bivalves exotiques Jus ponnue et spectaculaire reste sans doute
celle de la moule zébré#reissena polymorphdans les Grands Lacs américalDeeissena
polymorphaest originaire du bassin Ponto-Caspien ou ellpriiicipalement dans les lacs et
les rivieres a faible débit (Astaneti al. 2005). Au XIXe siecle, I'espéce s’est répandues ve
I'ouest a travers toute I'Europe, aidée par demastanthropogéniques, telles que la
construction de canaux lors de la révolution indeikk¢ (Khalaski 1997, Stepiest al. 2002,
Astaneiet al.2005). La moule zébrée fut introduite en 1986 damégion des Grands Lacs,
tres certainement par I'intermédiaire des eauxalast. L’expansion initiale de 'espece dans
les Grands Lacs américains et les eaux intérieurgsicaines a éteé trés rapide, faisant de
Dreissena polymorphBinvertébré benthique dominant dans ces écosyssgivic Isaac

1996). En effet, on observe des densités pouvkantjabqu’a 750000 individus/m2 dans le lac
Erie (Mclsaac 1996).

L’introduction deD. polymorphaaux USA a causé des dommages écologiques et
economiques non negligeables. L’espéce cause uassement des installations industrielles
(prises d’eau et circuit de refroidissement dedraés électriques). On estime que les
dommages industriels causés aux Etats-Uni®paolymorphacolteraient 5 milliards de
dollars par an (Khalanski 1997). D’'un point de vgelogiqueD. polymorphacause une
clarification de I'eau, entre autre par une fillmatmassive de la biomasse algale et
microzooplanctonique, cette filtration altérantlégaent la chaine trophique (Mclsaac 1996,
Stepieret al. 2002). On observe aussi une minéralisation demeéds liée a la présence de
la moule zébrée ainsi que la disparition des bashvatifs, en particulier démionidae En
effet, Dreissena polymorphatilise leurs ressources et occupe leur écosystee plus
d’efficacité (Stepieret al. 2002).

En 1991, les premieres traces d’'une seconde esp&save deDreissenidagla moule
guaggaDreissena bugensisnt été mise en évidence dans les Grands Laascaimg. Cette
derniere est aussi originaire du bassin Ponto-€aspiécemment, elle s’est fortement
propagée dans cette région d’Amérique du Nordtedegenue tellement abondante qu’elle
tend a supplantdd. polymorpha(Stepieret al. 2002). En Europe occidentale, I'introduction
deD. bugensigst tres récente et semble dater de 2004 (Meli@y. 2007).
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Avec les moules invasives du gereissenaCorbiculaest un des mollusques bivalves les
plus invasifs jamais introduits aux USA (AldridgeMiiller, 2001) ainsi qu’en Europe ou il a
des impacts économiques et écologiques non-néplegd.es genreBreissenaet Corbicula
ont plus ou moins les mémes conséquences surdegséemes envahis et la méme
dynamique de dispersion en raison d’'une majoritéadactéristiques biologiques tres
semblables (Tableau 1). Néanmoins, en EurDpeissengpourrait avoir un moindre impact
en raison d’une invasion moins homogene et moimp®itante a certains endroits (Khalanski
1997).

La faune originelle des fleuves et rivieres eurogést nord-américains était dominée par les
moules d’eau douce des familles ddargaritiferidae et dedJnionidaeet par de petites
palourdes appartenant aBphaeridaeAujourd’hui cette faune native court un grandjus,

en grande partie suite a la compétition qui s’ergagre ces familles et les especes invasives
telles queCorbicula flumineaDreissena polymorphatLimnoperna fortune{Souseet al.
2008b). Aux Etats-Unis, la progression@erbiculas’est accompagnée d’une régression de
I'abondance des bivalves natifs. Dans I'estuair@ielwve Minho au PortugaG. flumineaest
I'espéce dominante. Il apparait que son essor at&Estmpagné d’'un appauvrissement de la
faune en général et, plus particulierement, deilieon progressive des especes natives
(Souseet al. 2005). En Grande-Bretagrn@grbiculaentre en compétition avec lggsionidae
pour I'habitat et la nourriture (Aldridge & Mulle001). En ce qui concerne l'utilisation des
ressources alimentaires, les corbicules sont depéfitrices tres efficaces puisqu’elles ont
des taux de filtration bien plus élevés que legesp natives (Tableau 1, Soesal. 2008b).
Leur potentiel reproducteur surpasse égalemergiaegt celui deSphaeriidaest des
Unionidae(Tableau 1, Mouthon, 1981). De plus, les palousdgatiques peuvent atteindre
des densités énormes. Dans la Seine, on trouveamaine d’individus/m2 (Vincent &
Brancotte 2000); dans la riviere Altrhein, un pawagal de la ville de Bale (Suisse), les
densités peuvent atteindre 600 individus/m2 (Schm& Baur); dans la Moselle, jusqu’a

9000 individus/mz, et 10000 individus/m? dans &ifle Parana en Argentine (Cataldo &
Boltoskoy 1999) ainsi qu’a divers sites aux EtatasUCes grandes densités augmentent
I'impact sur les écosystémes, a plus forte raiaanju de la capacité de filtration des
corbicules. Ces animaux peuvent filtrer d’énormeantités de particules en suspension et de
producteurs primaires dans la colonne d’eau (Agri& Miller, 2001, Souset al. 2008b).
Corbiculaest d’ailleurs reconnue comme la cause princigaldéclin du phytoplancton dans
la riviere Potomac, aux Etats-Unis (Cotegral. 1984) ce qui n’est pas sans conséquence sur
le reste de la chaine alimentaire. En Meuse beélffargaise, I'introduction d€orbicula

serait aussi la cause de la chute importante diemaasse du phytoplancton amorcée en 2002
(Figure 1). C’est du moins I'hypothése de notrdéide recherche (Jean-Pierre Descy,
communication personnelle - testée pour l'instamsdun autre mémoire). En effet, aucun
changement observé de la teneur en nutriment, loitidi¢ fleuve ou des conditions
météorologiques ne peuvent expliquer ces baisspeesiantes. La moule zebrBeeissena
polymorpha également présente en Meuse, pourrait aussi desieffets importants sur le
phytoplancton. Toutefois, depuis leur détectiori®84, les palourdes asiatiques se sont
fortement propagées dans le fleuve et y ont attiiatdensités plus importantes que celles des
moules zébrées (CEME-Aquapdle Ulg & URBO-FUNDP 2007

Outre leur influence sur le cycle des nutrimentduetarbone organique dans la colonne
d’eau, les palourdes affectent également la dynaeniig la matiere organique des sédiments.
En effet, présentant une alimentation pédale, elda capacité de collecter la matiere
organique des sédiments et contribuent ainsi p#aprissement du contenu organique des
sédiments (Aldridge & Muller 2001). De par leur dtunutrition, les corbicules ont des
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effets sur la faune de la colonne d’eau, ainsisyuwdes organismes benthiques, en particulier
dans les cours d’eaux ou ces animaux invasifsg@sents a forte densité (Hakenkamp
2001).

L’invasion par les palourdes asiatiques n’est jpas €onsequence d’un point de vue
économiqgue. Son colt englobe les campagnes d’atamticet surtout les dommages causés
par ces animaux aux installations industriellesefet, Corbicula peut bloquer les canaux de
refroidissement des centrales électriques et thyprasi, des réacteurs nucléaires ou les canaux
d’irrigation. Les jeunes individus de faible taijénétrent dans les circuits de prise d’eau des
installations, y croissent et s’y développent juddiventuellement bloguer les systemes de
canalisation de par leur masse propre ou de paatse de matériaux et de déchets
biologiques gu’ils ont produits (Aldridge & Mill&001). En France;orbicula flumineaest

un des principaux organismes établis dans lesitsrdas centrales thermiques exploitées par
EDF. En 1990, la quantité d&orbicularetirée d’un bassin froid, de mai a fin septemhbrété
estimée a environ 10hiKhalanski 1997).

Les caractéristiques naturelles du gebogbiculasont les causes de son succes invasif
(Souseet al.2008b). Tout d’abord, il présente une strategieaductive favorisant son
expansion : maturité sexuelle précoce, croissamuée, production d’'un grand nombre de
larves (Tableau 1). De plus, certaines espéceshsomiaphrodites et asexuées. Ces propriétés
sexuelles permettent le développement d’'une ncaipelpulation suite a I'introduction d’un
seul individu (McMahon 1991).

La stratégie de colonisation @®rbicularepose en grande partie sur les stades juvéniles
(McMahon & Williams 1986a). Ceux-ci sont capablessécréter un filament muqueux qui
leur permet de dériver en pleine eau et d’étreaérés par le courant. Grace a ce pseudo-
byssus, ils se fixent également aux coques et swle® bateaux ou a des particules en
suspension. Ce mode de dispersion passif permetyoansion en aval du cours d’eau.
NéanmoinsCorbiculaest capable d’étendre sa distribution vers I'anfgnelz et al. 1998).

En effet, il est possible que les corbicules puisse fixer aux pattes des oiseaux ou aux
poissons (Brancotte 2002, McMahon 1982). Bien gaehlourdes asiatiques ne soient pas
capables de survivre a un passage a travers tagrdigestif de leurs prédateurs, il semblerait
gu’elles soient capables de survivre a une réatigit du gésier de certains canards. Ceci
pourrait également permettre un transport sur itidefadistances a travers les terres (Aldridge
& Miiller, 2001). De plus, il existe d’autres routdgivasion de ce genre qui sont I'eau des
ballasts et la consommation humaine. La rapideresipa de ce genre a aussi été favorisée
par les activités humaines qui alterent le biotapelépart favorable aux bivalves natifs,
optimisant ainsi les conditions de dispersiorCaebicula(McMahon 1982). Voelet al.

(1998) ainsi que Beran (2006) suggerent aussiegliedrbicules pourraient se déplacer vers
I'amont grace a une certaine mobilité intrinsedtre effet, lors d’'une étude d’un affluent du
fleuve Savannah en Caroline du Nord, aucune deségsrécoltées, ni le profil de
distribution, ni le taux de dispersion n'allaientfaveur d'une colonisation en amont par les
activités humaines ou animales (Voetzal. 1998).

Il semblerait cependant que certains obstaclesigungs freinent la propagation @®rbicula
Vincent et Brancotte (2000) montrent que le bar@gdaulnes constitue une limite amont a
I'expansion du genre dans la Seine. De méme, legddaes Rocheuses et les Montagnes
Appalaches semblent avoir freiné la propagatiogehre aux Etats-Unis (McMahon 1982).
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2. LE GENRE CORBICULA, GENERALITES

Originaires d’Asie centrale ainsi que des régioapitales et subtropicales d’Asie

(Thailande, Philippines, Chine, Taiwan, Corée pbd du Moyen-Orient, de I'’Australie et
d’Afrique, lesCorbiculaont envahi les Amériques des les années 192Bw@tdpe a partir

des années 1980 (Figure 2). Cependant, des eghégesreCorbiculasont présentes dans
les fossiles nord-américains et européens datamadt la derniere glaciation. En Eurofe,
fluminalis était présent aux éres tertiaire et quaternaipagitculierement au Pléistocene. On
en retrouve des traces dans des gisements foesliéé des dépots datant de cette époque en
France, Angleterre, Belgique, Italie, Danemark ktrhagne (Meijer & Preece 2000). Des
lors, les invasions récentes de ces continentsgne@re vues comme un processus de
recolonisation plutdét qu’une véritable invasion (Saet al. 2008b).

Aux Etats-Unis, le genre fut introduit accidenteikent sur la céte Pacifique en 1924 en
Colombie britannique. Il semble que cette introducsoit le fait des immigrants chinois pour
qui Corbiculaconstituait une source de nourriture. En 40 drs3gs$t propagé jusqu’a la cbte
atlantique (McMahon 1982). Aujourd’hui, les paloesdnt envahi tout le continent
americain : Amérique du Nord, Amérique Centralaret partie de ’Amérique du Sud
(Argentine, Brésil, Venezuela) (Brancotte 2002, eeal.2005). Le genre est apparu pour la
premiere fois en Amérique du Sud, dans les ann@&esn/Argentine et au Brésil (ltuarte
1994, Leeet al. 2005, Bagatini 2005). Son étendue actuelle vaald de la Patagonie

jusqu’a I'Uruguay et le sud du Brésil. Il est puse probable qu’elle soit également présente
au Pérou et en Bolivie (Karayatetral. 2007). Néanmoins, la distribution américaine des
corbicules est limitée au nord du continent améripar des températures trop basses durant
I'hiver (McMahon 1982).

Il'y a extrémement peu de variabilité génétiquélettrophorétique entre les populations des
USA. Ceci suggeére que la colonisation des eauxiaaiées pacCorbicularésulterait d'un

petit évenement fondateur initial (Hillis & Patt@882). Il convient de nuancer cette
affirmation puisque certaines formes de corbicsta® asexuées (Glaubreettal. 2003,

2006). Ce mode de reproduction peut égalementaugali’uniformité génétique observée
(Hedtkeet al. 2008).

En Europe, le genr€orbiculasemble avoir disparapres la derniére période glaciaire du
Wiurm (Meijer & Preece 2000) pour réapparaitre \eefsn des années 70 et le début des
années 80 (Mouthon 1981).

Selon Bachmann (1997), les palourdes asiatiquesemtiété introduites en Europe par
I'intermédiaire des eaux de ballast des naviresgmant du sud de ’Amérique du Nord et il
n'y aurait de ce fait aucun lien géographique dieaec les populations dgorbicula
asiatiques. En Europe occidentderbiculaa été détecté pour la premiére fois en France, en
1980, dans la basse Dordogne. Ce bivalve a étdtamdment observé dans I'estuaire du
Tage au Portugal (Mouthon 1981). La distributiotuatie du genre (Figure 3) comprend la
France, le Portugal, 'Espagne (Aragjbal. 1993), I'ltalie (Ciutti & Cappelletti 2009), les
Pays-Bas (bij de Vaate & Greijdanus-klaas 1998)Jdmagne (Kinzelbach 1991), la
Belgique (Swinnert al. 1998), le Luxembourg et la Grande Bretagne otrbotuction est
récente (Aldridge & Miller 2001). Cette distributisemble s’étendre a I'Europe centrale et
orientale: en Autriche (von Fisher & Schultz 199%),Pologne (Skuzat al. 2009), en
République tcheque (Beran 2006), en Slovaquie @brabal.2003), en Hongrie (Csanyi
1999) ainsi qu’en Bulgarie (Hubenov 2001), en Ronimé&opa & Popa 2006), en Serbie
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(Paunowt et al.2007) en Ukraine (Son 2007b) et en Moldavie (MugjiShubernetski
2010). On trouve égaleme@t flumineaen Suisse (Figure 3, Schmidlin & Baur 2007).

En France, la diffusion déorbiculaa été extrémement rapide : en 20 ans, il a cadais
totalité des grands bassins hydrographiques frarflyéarescauet al. 2010) ainsi que

différents fleuves cotiers. Le genre est présens damajorité des cours d’eaux, dans certains
lacs, ainsi que dans de nombreux canaux de nawg&lies canaux auraient joué un role
essentiel dans la propagation@erbiculaa I'intérieur du pays (Brancotte & Vincent 2002,
Mouthon 2000, Marescatet al. 2010).

En Belgique, on trouve les premieres trace€dbicula, nommée a I'époqueé. fluminea,

dans la Meuse en 1994. Une autre espécuminalis,était également signalée dans certains
canaux, notamment en Flandres. Ces deux especesnpégalement étre trouvées en
sympatrie (Tableau 2, Nguyen & De Pauw 2002). Empstite dizaine d’années, la
distribution deCorbiculadans le pays s’est fortement élargie (Swineteal. 1998, Nguyen &
De Pauw 2002) et le genre semble toujours en piipansion (Nguyen & De Pauw 2002).
Swinnenet al. (1998) suggerent que la colonisation a débutéapsleuse et s’est étendue
grace aux canaux connecteurs et aux systemes disetion des exploitations industrielles

le long des cours d’eau.

Les palourdes asiatiques du ge@biculasont reconnues comme appartenant a I'ordre des
Veneroidaet a la familleCorbiculidae Toutefois, une grande controverse existe quant au
nombre d’espéces dgorbiculaprésentes en Amérique et en Europe ainsi qu’aritification

des espéces auxquelles elles appartiennent etallesgelles découlent. Il y a en effet peu de
caractéres morphologiques permettant la discrinonates différentes espéces (Britton &
Morton 1986). On peut tenter de distinguer cesdiffites espéces par les caracteres suivants:
la couleur et la forme de la coquille ou le nomtbeestries sur les valves (Figures 4 et 5,
Brancotte & Vincent 2002). Cependant, on constate@norme plasticité phénotypique
(Britton & Morton 1986, Glaubrectdt al. 2003, Korniushin 2004, Sousaal.2008b,

Swinnenet al. 1998) entre et au sein méme des populations denol@s asiatiques, comme
c’est le cas pour la totalité des mollusques. Opend donc pas se fier uniquement a la
morphologie pour délimiter une espéce. Outre lapimaliogie, la ploidie, les préférences
écologiques, I'haplotype mitochondrial, le génotyjpeléaire ribosomal, le nombre de
flagelles des spermatozoides ou encore le modepdeduction peuvent servir de criteres
discriminants entre les différentes espéeces. Toistdes auteurs ne s’accordent pas sur
guelles espéces sont valides ou non et la claatificvarie selon le critere utilisé (Glaubrecht
et al.2007).

En Amérique et en Asie, une grande quantité de ridespeces avait été attribuée aux
populations d€orbiculadans un premier temps (Pakal. 2004, Prashad 1924, Prime 1864;
1866) Par la suite, aux Etats-Unis, ces populations renfuplus reconnues que comme
appartenant a I'espé€e fluminea(Britton & Morton 1979). Hillis et Patton (1982hb

ensuite décrit deux formes différentes qui semtistent par leur morphologie. La premiére
est caractérisée par une nacre violette et la deqoar une nacre blanche. Pour éviter la
confusion par rapport au nom d’espéce, ces form@st des lors, nommées « violette » et
« blanche ». Outre la couleur de leur nacre, caplnodypes se différencient également par le
nombre de stries et la forme de la coquille. D& phlies semblent avoir des préférences
d’habitats différentes. Pour Britton et Morton (698ces formes sont des individus distincts
d’un point de vue phénotypique mais appartenaatrddme espéece qui n’est autre Que
fluminea Ce polymorphisme serait d0 a I'environnement. ¢éeal. (2005) nomment, quant a
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eux, ces deux morphotypes distincts forme A et @BY(Figure 4), correspondant
respectivement a la forme blanche et a la formketteo Ces morphotypes forment également
des lignées distinctes au niveau du gene mitocler@®I| (Siripattrawaret al. 2000, Leeet
al. 2005, Hedtkest al. 2008). Une troisieme forme, la forme C, est égalendécrite en
Amérique de Sud (Leet al.2005). Les haplotypes des forme A et B sont égatgmrésents
en Asie et en Europe, sans aucune ou extrémememtepdifférence (maximum une
mutation) dans la séquence selon la distributimgggphique (Leet al. 2005, Park & Kim
2003, Pfenningeet al. 2002, Renareét al. 2000, Hedtke 2008). L’haplotype de la forme C
est, quant a lui, distinct des haplotypes des ferdeerégions natives @orbiculamais
apparait également dans les populations d’Europe@utale (Renardt al. 2000, Hedtkest
al. 2008). D’apres Hedtket al. (2008), la forme A et la forme B seraient dérivées
respectivement, dé. leanaetC. fluminea des espéces originaires d’Asie.

En Europe, uniquement les deux esp&effumineaet C. fluminalisavaient été décrites
Renardet al. (2000) confirment la présence de ces deux espkstsctes
morphologiquement et du point de vue de I'haplotypechondrial mais décrivent une
troisieme forme dans le Rhoéne. Cette populati@rsped. n’est pas distinguable
morphologiquement d€. flumineamais possede un haplotype mitochondrial qui Itii es
propre. Il pourrait dés lors s’agir d’'une espeogtique. Pfenningeet al. (2002)
reconnaissent également, dans le Rhin, la préskndeux morphotypes différents avec
quelques phénotypes intermédiaires. Ces formeshulmgiques différentes sont nommées R
(Round) et S (Saddle). Néanmoins, contrairemergriaRlet al. (2000), ces auteurs ne
mettent en évidence que deux clades d’haplotygimdis. Le premier correspond a celui de
leur forme R, de la forme A des Etats-Unis eCddélumineatelle que décrite par Renaetl

al. (2000). Le second clade comprend les individusdgphotype S mais correspond a
I'haplotype deC. specde Renarett al. (2000). Cependant, morphologiqueméhtspec.
n'est pas distinguable d& flumineaet donc de la forme R. Une hypothéese postulééasat
que Renaret al. (2000) aient inversé les haplotypesGidluminalisqui correspondrait a la
forme S et d&. specmorphologiquement semblable a la forme R (Pige¢at. subm.).

Le genreCorbiculacomprend des espéces susceptibles de variatiemeyipiques

importantes, surtout au niveau de la forme, d@ldeur et des sculptures de la coquille. Ce
genre est donc caractérisé par un tres grand popisme. Il est communément accepté que
les coquilles des bivalves dulcaquicoles présenteatgrande plasticité pour s’adapter aux
conditions environnementales et écologiques (Setuah2007). Ces variations
ecophénotypiques concernent également les paloasiggjues (Leet al. 2005, Sousat al.
2007, Sousat al. 2008a).Toutefois, un rapport entre la largeurgiilla hauteur (H) permet de
caractériser les différentes formesQirbiculaeuropéennes. Si L>H, on est en présence de la
forme R. Dans le cas contraire, on a affaire almé S (Tableau 3, Brancotte & Vincent

2002, Pfenningeet al. 2002, Marescaugt al. 2010).

Les différentes formes possédent des coquillesgawaller du vert olive au brun noiratre ou
étre jaune ou créme. La forme S, qui est netteplesthaute que large, possede des stries
fines et serrées. Par contre la forme R, relativeragondie et dont la longueur est plus ou
moins égale a la hauteur, présente des strieeppacées (Figure 5). Les juvéniles de ce
morphotype présentent de fines stries mauves suutabo, la protrusion dorsale de la
coquille (Britton & Morton 1986, Brancotte & VinceB002, Marescaugt al. 2010,
observations personnelles). Généralement le moypldr atteint de plus grandes tailles que
la forme S (Swinnert al. 1998). La couleur de la coquille interne de larferR est
blanchatre et parfois parsemée de marques vial€ake de la forme S est mauve foncé
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(Figure 5, Marescauet al.2010, Mouthon 1981, observations personnellesjrdisieme

forme C. speq. est, comme cité précédemment, morphologiquemeriiage a la forme R.
Néanmoins, sa coquille externe est plus clairestGie cette particularité morphologique
gu’elle tire son nom forme Rlc (Marescaeixal. (2010), Pigneuet al. subm.). Quant a sa
coquille interne, elle a une couleur entre le jaehie blanc avec moins de reflets mauves. Ses
juvéniles montrent un sommet rose-orangé (Maresetak 2010, observations

personnelles).

Dans le genr€orbicula la ligne palléale et I'insertion des muscles do#d marquées sur
I'intérieur de la coquille (Mouthon 1981).

Aux Etats-Unis, la forme blanche (forme A) a unipgtracum de couleur jaune a brune et
une nacre blanche présentant des marques rosésletteg (Figure 4). La forme violette
(forme B) va du vert sombre ou noir et possedenawee uniformément violet foncé (Hillis &
Patton 1982, Mouthon 2000). Si on compare morphglegnent les formes américaines et
européennes qui sont identiques au niveau de &alotype mitochondrial, il apparait que
seules la forme A américaine et la forme R européee ressemblent. En effet, bien que
semblables du point de vue génétique, les formeisHBc montrent des morphologies tres
différentes. Ce qui est aussi le cas pour les fe@et S (cf. 1.2.2., Lest al. 2005, Pigneur
et al. subm.).

Certaines populations peuvent montrer des abensatrorphologiques telles qu’une forte
asymeétrie ou des déformations des valves gauclleoite (Vincent & Brancotte 2000,
observations personnelles). De plus, il n'est pas de trouver des individus, surtout des
adultes, dont le sommet est érodé (Mouthon 1983erehtions personnelles).

Selon Myazaki (1936), le gen€@orbicula dans sa distribution native, peut étre diviséreis
groupes biologiques distincts (Tableau 4). Le pegroomprend toutes les especes
monoiques, vivipares, incubant les larves au nidealeurs hémibranchies et vivant en eau
douce.C. flumineaetC. leanaen sont les principales représentantes. Le seegndupe les
especes dioigues ne montrant pas d’incubationadess et vivant également en eau douce
telle queC. sandai Quant au troisieme groupe, il rassemble les espa@ioiques, n'incubant
pas leurs larves et colonisant les eaux saumabré<Cd japonica

C. flumineaprésente une croissance difféerentielle en fonadmia taille ainsi que de la
saison. Les petits individus grandissent plus empieht que les grands et les températures
élevées de I'eau favorisent la croissance (Duboi®érenq 1995, McMahon & Williams
1986, Cataldo & Boltovskoy 1999, Morgahal. 2003). La croissance varie donc selon le
milieu considéré et la morphologie de I'animalpb®n qu’il est impossible de corréler de
facon générale la taille avec I'dge (McMahon & Viths 1986). Néanmoins, les palourdes
ont une grande capacité de croissance qui peuagsaiée a leurs taux d’ingestion élevés.
Ceux-ci permettent a ces mollusques des efficadigssimilation et de production nettes
importantes, supportant ainsi une croissance raggddissus (McMahon 2002). Ces taux
d’assimilation élevés permettent aux corbiculesw#stir plus d’énergie dans leur
reproduction que les autres bivalves dulcaquictlegenreCorbiculaprésente une stratégie
de reproduction de type r (Sowetaal. 2008b). En effet, il présente une forte féconditéane
mortalité a I'age adulte élevée (McMahon 2002, 8aisal. 2008) ainsi que diverses
caractéristiques propres a cette stratégie.

Corbiculase nourrit majoritairement de phytoplancton contengrouve la corrélation
positive qui existe entre les contenus en chlorbeley le nombre d’individus comptabilisés
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en un endroit (Mouthon 2003). Toutefois, Moutho@(2) a remarqué qu’on pouvait trouver
des densités relativement importantes de palowualedes segments de cours d’eaux ou la
production de chlorophylle reste faible. Ceci emitpétre lié au fait que, contrairement aux
autres mollusques d’eau douce non-natifs, le géorbiculaest capable a la fois de se
nourrir par filtration et par le pied par l'interdfidire de cils. Cette propriété explique les
capacités impressionnantes d’ingestion des codsc@es animaux peuvent donc utiliser de
maniéere significative les ressources en matiéraroggie des sédiments (Hakenkamp &
Palmer 1999).

La température influence non seulement la croigsarais aussi la reproduction des
palourdes asiatiques. Lorsque les températuresipaas-dessus de 15°-18°C, les corbicules
passent d’une faible croissance et d’'un état npredrictif et inactif a une forte croissance et
un état reproductif et actif (McMahon & Williams 8®). Cependant au-dessus d’un certain
seuil de température (voir Chapitre 1, section,2ebproduction de descendance s’arréte et la
croissance ralentit. A partir d’'un certain stadeassiste a une augmentation de la mortalité
(Cataldo & Boltovskoy 1999). A la lumiére de cesidées, il apparait que la saisonnalité
influe sur la croissance annuelle de ces animawtdihet al. 2003).

Les caractéristiques reproductivesGiwbiculatelles que sa grande capacité de reproduction
et sa maturité sexuelle précoce (entre 3 et 9 (faisleau 1, Souset al. 2008b)), lui

permettent de rétablir rapidement une populatioesapn déclin massif (McMahon et
Williams 1986).

Tous les auteurs s’accordent sur une méme dureie geurC. fluminea oscillant autour de
1,5-2 ans mais pouvant atteindre jusqu’a 3-4 arcgMadhon & Williams 1986, Morton 1986).
Cependant, Schmidlin et Baur (2007) ont enregasindividus agés de 4 a 5 ans dans
I'Altrhein pres de Mainz. C’est également le casgl Sadne ou les animaux ont une durée
de vie de 5 ans, qui peut étre associée a une neatnoissance (Mouthon 2001), I'age
pouvant étre estimé par le nombre de stries quespondent a des anneaux de croissance de
la coquille (McMahon 1983).

Au sein du genr€orbicula on reconnait deux types d’habitats majeurs aoess formes
vivent en milieu estuarien et donc dans des eauxaties, alors que les autres, plus
nombreuses, habitent dans des eaux douces (Miya23a&j Glaubrechet al. 2003).

Les espéces de ce genre sont assez peu exigeamt@®idt de vue écologiqué€. fluminea

par exemple, est eurytherme, ubiquiste et peuldersai pH. Toutefois, les hautes valeurs de
potentiels rédox, les grandes concentrations efereairganique, la dureté de I'eau et les
faibles concentrations en nitrate et en ammoniagublent favoriser la colonisation de cette
espece dans un habitat (Soasal.2008a). Il ne semble également pas y avoir deélation
entre la qualité des sédiments et 'abondance aesiges asiatiques. Lors de leurs
échantillonnages, Nguyen et De Pauw (2002) onv&ales animaux sur des sites de peu a
fortement pollués par des contaminants organiquéssemétaux lourds. Néanmoins, certains
facteurs physico-chimiques (température, teneurgmes en calcium, présence
d’ammoniaque) sont limitants pour I'espéece (Bagatiral. 2005). De plusCorbiculane vit

gue dans des eaux bien oxygénées (McMahon & Wilia@86aCataldo & Boltovskoy

1999) et ne résiste pas aux salinités élevées &#®bas. 2008b). A des salinités supérieures a
13 ppm,C. fluminean’est plus capable d’osmoréguler et maintenir taomtes ses
concentrations internes en sels. Les corbiculeedeent osmoconformes et leur mortalité
augmente progressivement avec la salinité et Ipsgiviorton & Tong 1985).
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Comme cité précédemment, la température de I'éawésscritique en ce qui concerne la
croissance des palourdes asiatiques (McMahon &aNi 1986). Dubois et Tourenq (1995)
ont observé que dans le Canal Latéral de la Gardmeeoissance annuelle se déroule entre
juin et septembre quand la température se situe &6tC et 27°C. Schmidlin et Baur (2007)
ont enregistré le plus haut taux de croissancedpslations du Rhin et de ses affluents a
proximité de Bale lorsque la température de I'estuaeplus élevée. De méme, Britton &
Morton (1986) n’enregistrent pas de croissancerddifaver chez les populations
ameéricaines qu’ils étudient. De plus, il semble Gudumineaait atteint la limite
septentrionale de sa distribution en Amérique drdNocause de son intolérance pour les
faibles températures hivernales de I'eau (McMah@B2). Selon les auteurs, la température
optimale de croissance varie mais elle se situ@wtosi autour de 20°C. Néanmoins, une trop
grande température entraine une létalité massie@brbicula Selon les auteurs, ces
températures létales sont supérieures a 30-37°®é@on & Williams 1986a, Morgaet al.
2003). En effet, au-dessus de 25@00rbiculan’est plus capable de maintenir des niveaux
aussi efficaces de métabolisme aérobie et detiitrdoranchiale (McMahon 1983). D’aprés
McMahon et Williams (1986a), les palourdes sontatégs de survivre a une augmentation de
la température (jusqu’a une température de 43-48&@purte durée (15-30 min) mais sont
peu tolérantes a un tel accroissement a long terme.

Corbiculapréféere les substrats a faible granulométrie,gatsle limon, le sable ou le gravier
tres fin, dans lesquels il peut s’enfouir. On olisearement des substrats durs et rocheux
colonisés par les palourdes adultes, seuls lesijegépeuvent s’y attacher grace au byssus
muqueux qu’ils produisent (Bachmann 1997, SchmidlliBaur 2007). Le genr€orbiculag,
étant en partie fouisseur, s’installerait de pefiée dans un substrat meuble qui lui fournirait
plus de nourriture qu’un substrat dur (SchmidliB&ur 2007).

La vitesse du courant semble aussi affecter I'appardeC. fluminea Schmidlin et Baur
(2007) n’ont trouvé d’individus vivants que dans &aux calmes voire stagnantes. De plus,
ils ont remarqué que les animaux étaient plus nembprés des berges des riviéres et que
leur abondance diminuait avec un courant croisganstle milieu du cours d’eau. La force du
courant serait déterminante dans la colonisatiempaéourdes asiatiques puisqu’elle
détermine I'acces a la nourriture, et plus parigreiment au phytoplancton.

Les habitats colonisés p@orbiculasont souvent caractérisés par une fluctuationickan

de I'eau associée aux changements saisonniergeipipations et aux potentielles
sécheresses. Ces animaux peuvent donc étre expbagsNéanmoins, contrairement aux
especes natives des familles desonidaeet Sphaeridaejui sont capables de survivre
plusieurs mois a une telle dessiccati®nrbiculaest tres intolérant aux périodes d’exposition
a I'air, méme de relativement courte durée (quedqaers) (McMahon 1983). Une raison de
cette relative intolérance pourrait étre le comgment unigue du genre face a I'exposition a
I'air. Pendant de courtes périodes, les valves sommbuvertes et le manteau est directement
exposé a I'air environnant. Ces courtes périodesrant avec de longues périodes durant
lesquelles les valves restent fermeées, solidenoeiess par du mucus durci. Pendant les
périodes d’'ouverture des valv€prbiculamaintient des taux de consommation d’oxygene
élevés qui deviennent quasiment nuls lorsque leesaont closes. Une hypothese est que,
lors de I'ouverture des valves, I'oxygéne s’accuenait au sein de la cavité palléale. Une fois
les valves closes, I'oxygene stocké serait consojusgi’'a la prochaine ouverture. Ce
comportement offre aux palourdes asiatiques un@giion contre la perte d’eau par
évaporation. Néanmoins, il impose une économiexggéme. Par ce systen@grbicula

devrait donc avoir recours a la respiration anaérob qui affecterait sa survie par une
accumulation des déchets métaboliques jusqu’aisleaux létaux. Par un entrebaillement
permanent des valves, les autres bivalves onttguanx, les tissus internes toujours en
contact avec l'air. Par contre, lgsionidaeet Sphaeridagrésentent le systeme de loin le
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plus perfectionné. En période d’exposition & I'd# prélévent directement I'oxygene par
diffusion a travers la coquille (McMahon 1983). &ffet, leur coquille permet les échanges
gazeux et donc I'élimination de certains décheats ém limitant la perte d’eau.

En ce qui concerne ses prédateurs, le genre egiraigede choix pour certains oiseaux tels
que le fuligule a téte noirkythya affiniset le fuligule morillonAythya fuligula(Aldridge &
Muller 2001). De nombreuses espéces de poissdes tpleCyprinus carpig ou des

individus des genrdstiobusetLepomis se nourrissent également de palourdes asiatiques
(Robinson & Wellborn 1988). LeSorbiculasubissent également la prédation du rat musqué
Ondatra zibethicacomme le suggérent les milliers de coquilles vigleuvées au pied des
aires d’alimentations du rongeur (Vincent & Braned000).

Les espéces bioindicatrices, en milieu aquaticeresit de « détecteurs » des changements
dans I'eau qui pourraient mettre en danger la gieatque (Doherty 1990). Parmi les espéces
benthiques, les bivalves sont caractérisés paedetandes capacités de bioaccumulation des
métaux lourds (Baudrimomwt al. 1997) ce qui en fait d’excellents senseurs bigjogs.

Souseet al. (2008b) ont proposé d'utilis&. flumineacomme espéce bioindicatrice des
habitats d’eau douce. En effet, elle montre deaatéristiques intéressantes pour son
utilisation dans ce but. Tout d’abord, de par samactére invasif, on la trouve en trés grande
abondance et ce partout dans le monde (Setusa2008b, Doherty 1990). Cette distribution
mondiale et ubiquiste permet de pouvoir comparednées de monitoring
environnemental des écosystemes d’eau douce detoimidiale. Ensuite, les populations de
corbicules sont parmi les plus importantes dansdesx douces. En outre, on trouve les
palourdes asiatiques dans les environnements paluétacts. Enfin, les grandes capacités
de filtration deCorbiculalui permettent de prélever une grande quantitgaleants dans
I'environnement (Souset al. 2008b).Corbiculaest donc un bioaccumulateur efficace de
métaux lourds, de polluants organiques et d’auti@sments potentiellement toxiques présents
a la fois dans les sédiments et dans la colonreud®Boherty 1990, Cataldst al. 2001). Tout
indique donc qu€orbiculasoit un indicateur fiable d’'une quelconque pollotioais
également d’'une contamination par des parasitegydie fécale (Milleret al. 2005).

De nombreux exemples de I'utilisation @erbiculapour évaluer les concentrations en
polluants existent aussi bien en laboratoire quéesierrain (Doherty 1990, Baudrimoett al.
1997). Des études dans lesquelles des palourddijass furent transportées de sites non-
contaminés vers des sites contaminés ont égalesteentenées (Doherty 1990).

Le monitoring environnemental grac€arbicula passe par I'observation de la croissance et
de la survie des juvéniles (Catalelioal. 2001), 'analyse de la composition chimique de la
coquille ou encore le suivi de biomarqueurs spdwés (Vidakt al. 2002) telles que certaines
activités enzymatiques.
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3. CORBICULA, UNE REPRODUCTION ATYPIQUE

Le genreCorbiculaest tres singulier en ce qui concerne sa reprauckout d’abord, il
présente des stratégies reproductives tres ditlEseBRnsuite, ce genre est caractérisé par des
propriétés de reproduction particuliéres: polypkidperme non-réduit et biflagellé,
androgenese et clonalité. Toutes ces particuldotésdu genreéCorbiculaun groupe modele
pour étudier les transformations des propriétésdrtrices d’un point de vue évolutif
(Glaubrechet al.2003,2006).

3.1. STRATEGIES REPRODUCTIVES

La premiére stratégie est rencontrée chez les ptpns hermaphrodites vivant en eau douce
(Glaubrechet al. 2003, 2006). Ces animaux incubent les larves imuddene poche
marsupiale présente sur leurs hémibranchies irdéles bivalves possédent deux paires de
branchies) (Figure 6). Bien que les ceufs posseadenitellus, I'épithélium de cette structure,
par I'intermédiaire de cellules sécrétrices (Brit® Morton 1982), fournit les nutriments
nécessaires au développement des stades lan@irggut donc parler a la fois de
|écithotrophie et de matrotrophie. Ces animauxpaes et hermaphrodites semblent se
reproduire par un mode de reproduction tres paticsur lequel nous reviendrons plus tard:
I'androgenése. (Glaubrecét al. 2006, Park & Chung 2004). Ces individus ont égalenta
particularité de posséder des spermatozoides éliiézg

Néanmoins, toutes les corbicules incubant leuretane se reproduisent pas par
androgenese. Certaines formes d’'Indonésie sonésexklles incubent les larves a trés court
terme et celles-ci sont relachées au stade pégérél{Glaubrechdt al. 2003, 2006). Parmi
cesCorbicula certaines, comm€. possoensjprésentent une incubation tetragene, c’'est-a-
dire qu’elles utilisent a la fois leurs hémibrareshinternes et externes (Glaubresthal.

2003).

La seconde stratégie de reproduction décrite dagerireCorbiculaconcerne les animaux
dioiques qui colonisent les eaux saumatres, airssCgsandaj une espéce lacustre
endémique au lac Biwa (Japon) (Glaubreathdl. 2003). Ces individus présentent une
reproduction strictement sexuée. De plus, les pdé&sude ce type relachent des larves libres
et nageuses qui n'ont pas été préalablement insuBgeneet al. 2000, Glaubrechdt al.

2003, 2006). Quant a leurs spermatozoides, ilsraonbflagellés. Cette stratégie
reproductive, proche de celle des bivalves magasrrait constituer un caractere ancestral,
comme le suggére Byrrat al. (2000).

3.2. MORPHOLOGIE FONCTIONNELLE REPRODUCTIVE ET
GAMETOGENESE CHEZ LES ESPECES HERMAPHRODITES

Au sein du genr€orbicula les hermaphrodites sont simultanés. Néanmoissttactures
reproductrices femelles se développent avant tastates males. Ensuite, celles-ci coexistent
chez l'individu (Kraemeket al. 1986, Kraemer 1984).

ChezC. flumineaetC. leana les gonades situées entre les diverticules digetties couches
fiboromusculaires externes (Park & Chung 2004, Krere€nLott 1977) sont formées de
follicules soit oogéniques, soit spermatogéniquesrcore hermaphrodites (Park & Chung
2004, Kraemeet al. 1986), ces derniers produisant des oocytes efatozoides.
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Le tissu reproducteur méale est en large minoaté&apport au tissu femelle. Il ne constitue,
en effet, que 15% de la masse folliculaire (Krae&eépott 1977). Des cellules muqueuses
sont associées au tissu reproducteur (Park & CB0A4g). Ces cellules sécrétrices apportent
des nutriments aux embryons et semblent jouer lerdans le passage des juvéniles hors des
branchies (Byrnet al. 2000).

Les gametes males et femelles, bien que produis dies parties différentes du tissu
reproducteur, sont éjectés par les mémes contkstgonoductes (Kraemer & Lott 1977).

Parallelement au développement des gonades, @ieadsine expansion du tissu nerveux lié
au tissu reproducteur (Kraemer 1984, Kraeetel. 1986). Dans un premier temps, il y a une
innervation importante des lévres des gonoductesaiu les premieres structures a
apparaitre. Une fois que les follicules sont bieméus, des agrégats de corps neuronaux
apparaissent et constitueront les ganglions fddioes. Ceux-ci permettraient la coordination
de la production de gameétes, la maturation du spdarfécondation interne croisée et
I'autofécondation (Kraemer 1984, Kraemer et al.@)98&oulignons néanmoins que la
fécondation croisée est privilégiée (Kraemer & Galy 1986).

Les follicules oogéniques et hermaphrodites sosidge de 'oogenese qui est continue, des
la maturité sexuelle, et tout au long de la vieKkRaChung 2004, Byrnet al. 2000). La
spermatogenése, quant a elle, a lieu dans lesui@é spermatogéniques et hermaphrodites.
Contrairement a I'oogeneése, la production de gasmatides est saisonniere, ces saisons étant
le début du printemps et le début de I'été (Kraeetésalloway 1986). Elle diminue avec une
atrophie des follicules spermatogéniques a intervabulier et semble étre liée a la
température de I'eau (Park & Chung 2004, Kraeetel. 1986, Kraemer & Galloway 1986).

La fécondation a lieu dans la cavité palléale (8etsl. 2008b). Cette fécondation peut, dés
lors, étre considérée comme interne. Ensuiteal®®$ sont incubées dans le marsupium des
hémibranchies internes (Park & Chung 2004). Undrasd nombre de larves peut étre
incubé dans les hémibranchies des corbicules (EQuUrCheZ. madagascariensistC.
australis ce nombre oscille entre 500 et 3000 embryonsufiséchtet al. 2006, Byrneet al.
2000). Ces larves présentent aussi un développenrgsmrapide (Figure 7, Kraemer &
Galloway 1986).

Chez les formes hermaphrodites, a I'exceptio@ daustralischez qui elle est continue
pendant 8 mois (Byrnet al.2000), la reproduction est biannuelle (Kraemer &llGwvay

1986, McMahon & Williams 1986a, McMahon & Williani®£86, Britton & Morton 1986).
En effet, on observe ch€orbicula flumineadeux périodes d’incubation de larves au niveau
des hémibranchies internes des adultes : 'uneiatepps-début de I'éte, I'autre a la fin de
I'été-automne (Mouthon 200Aldridge & McMahon 1978). L'occurrence des fraiesup
parfois diverger de ce schéma (Dohetyal. 1987, McMahon & Williams 1986a, Dubois &
Tourenq 1995, Morgaet al. 2003, Mouthon 2001, Vidat al. 2002). Morgaret al. (2003)
n’ont observé qu’un pic de reproduction dans lgsufaiions de palourdes asiatiques du
fleuve Connecticut, aux Etats-Unis. Dubois & Touy€h995), quant & eux, ont mis en
évidence trois pics de recrutement des juvénilez t&ds populations de. flumineadans la
zone profonde du Canal Latéral de la Garonne mré&®dlouse. Le nombre de périodes de
reproduction sur I'année varie d’'un écosystemautie. Ces fluctuations peuvent étre liées
aux températures de I'eau ainsi qu’'a I'accessébdids ressources de nourriture (Saisa.
2008b). Le nombre de recrutement peut égalemenndensi le cours d’eau montre des
périodes de crues séveres ou si la période hiveastlplus longue (Morgaat al. 2003).
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Lors de la fraie, les larves migrent a traversbl@schies vers la poche du siphon exhalant ou
les contractions de la musculature palléale peemekeur éjection. Le relachement des larves
est sous le contrble de la température de I'eai gire la teneur en oxygene dissous. Ces

facteurs sont, en effet, déterminants dans le kigym du développement. Le début de la fraie
coincide avec la période a laguelle la températarkeau passe au dessus de 20°C (Kraemer
& Galloway 1986). Expérimentalement, on peut indué libération des larves en augmentant

la température de I'eau de 20° a 26°C (Konwtral. 2000). La taille des pontes semble
corrélée a la taille de la coquille de I'adulte (Bget al. 2000).

ChezC. flumineal'incubation se prolonge jusqu’a un stade avahcééveloppement de la
progéniture et les larves sont relachées au stageaije. Elles sont encore tres petites, entre
200pum et 250um (Britton & Morton 1986) mais soniptetement formées et possédent une
coquille (Glaubrechet al. 2006). Seul le stade juvénile est adapté a laedsggn. En effet, les
stades précédents souffrent de la pression osneadigiont une motilité limitée (Byrret al.
2000). Une fois largués dans la colonne d’eayuladniles s’ancrent aux sédiments, a la
végétation ou a des surfaces dures, grace a leudpsbyssus. Ces juvéniles peuvent aussi
étre re-suspendus pour des courants turbulentspardés sur de longues distances en aval
(Souseet al.2008b).

L’unisexualité est caractérisée par une héréditdaire soit strictement maternelle, soit
strictement paternelle, ainsi que par trés pewedembinaison génétique (Grebelnyi 2009).
Un tel mode de reproduction apparait chez diveygamgs animaux mais est relativement rare
au sein des vertébrés. Parmi ces derniers, oouectides especes unisexuées que chez les
poissons et les amphibiens (Tableau 5, Grebelr3® 200mbardi 1998). L'unisexualité
semble étre rendue possible par une ou plusieersaions des mécanismes
gameétogénétiques pré-meiotiques et meiotiques, @lamévele la ploidie des gamétes chez
les espéces unisexuées (Lombardi 1998, Komkall 1997). La majorité des taxons
unisexués sont exclusivement composés de femeltsesupposes étre parthénogénétiques.
Cependant, d’autres types de reproduction et diirénisexuée ont été décrits. Ces modes
de reproduction sont la gynogenése, I'hybridogeeésandrogenese (Grebelnyi 2009).

Lors de la parthénogeneése, il N’y a pas de fécamuat I'ceuf se développe sans participation
d’'un spermatozoide. Le génome maternel est donsrtrig a la descendance sans aucun
changement. La descendance d’'une population gyétigée est issue d'ceufs non fertilisés
mais dont le développement a néanmoins été stipaulées spermatozoides. Ceux-Ci
pénétrent dans I'ceuf mais le pronucleus male @stite éliminé (Grebelnyi 2009). La
différence entre la gynogenese et I'hybridogenésele dans le fait que dans le second cas,
les jeunes proviennent d’ceufs fécondés. Cette ddanee est uniqguement constituée de
femelles et lors de 'oogenese, les chromosomegepent du pere sont éliminés. Les ceufs
matures ne contiennent donc que le matériel gareétitaternel. Par conséquent, ces ceufs ne
pourront produire la génération suivante que stist fécondés par les spermatozoides d’'un
male d’'une espéce proche. L'androgenese, quatd,gelrrait étre considérée comme
'opposé de la gynogenese. En effet, un spermatezminetre I'ceuf mais tres vite, le
pronucleus femelle est expulsé (Grebelnyi 2009, &oni998). CheZorbicula qui est un

des tres rares genres animaux a présenter ce eéypbduction, la progéniture ne garde que
les chromosomes du spermatozoide non réduit.
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C’est en observant de la polyploidie cl@@rbicula que des scientifiques ont émis
I'hnypothése d’'une reproduction unisexuée chez cmhal (Komaruet al. 1997, Komaru &
Konishi 1999). Dans un premier temps, ils ont pénah faveur d’'une reproduction par
gynogenese. En effdf,. leanaest triploide (Komaret al. 1997). Ce nombre inhabituel de
chromosomes peut étre expliqué par le fait que Eeindividus gynogénétiques, les ceufs
sont généralement non réduits. De plus, la gynageeast un phénomeéne légérement plus
fréequent que I'androgenése dans le monde animal€@a 6, Komaret al. 1997).

Néanmoins, Komarat al. (1997) mettent en évidence que les spermatozdiestte espéce
ainsi que ceux d€. fluminea(Komaru & Konishi 1999pnt une méme quantité d’ADN que
les cellules somatiques. L'observation de I'exmrisies chromosomes maternels sous forme
de globules polaires ainsi que I'absence de foonatiun pronucleus femelle vient étayer la
thése d’une reproduction par androgenese (Figlke®aruet al. 1998, 2000). L’'expulsion

du matériel génétique maternel commence dés I'assgptie la premiére division de meéiose.
La seconde division ne se produit pas et le zygstelte de la mitose du pronucleus male,
lui-méme issu d’'un spermatozoide non réduit (Konedrail. 2000). La descendance sera donc
génétiquement identique au spermatozoide donésilssue. Dans le gent@rbicula chez

les especes androgénétiques, on a observé ce maodprdduction chez des individus
diploides, triploides et tétraploides (Komaru & kb 1999, Qiuet al. 2001).

Bien que I'androgenese puisse étre induite expétiaement chez certaines espéces, de trés
rares cas naturels ont été décrits dans le regmab{McKone & Halpern 2003). On a
observé de 'androgenése chez la petite fourmedgNasmannia auropunctatahez qui les
males produisent d’autres males par clonage (QUaI@5, Fournieet al. 2005). Il en est de
méme chez les hybrides entre les phadBaedlusrossiusetBacillus grandii(Mantovani &
Scali 1992). Dans le regne végétal, le cypres dhaBeCupressus duprezianaésente
également ce mode de reproduction (Pietatl. 2001). L’androgenése se produit également,
a faible fréquence, lors de croisements contrééz db colzaBrassica napugChen and

Heneen 1989)

L’expansion des génes de I'androgenese aboutibdosia une fixation qui méne
majoritairement a I'extinction de la population.g@adant, chez les individus
hermaphrodites, comn@orbicula I'autofécondation limite ce risque d’extinctiod¢Kone
& Halpern 2003).

La présence d’un ceuf lors de I'androgenéese estgaaite pour fournir les ressources
indispensables au développement de la progénltaseressources femelles sont donc des
facteurs limitant la capacité de reproduction agéneétique au sein d’'une population
(McKone & Halpern 2003). Néanmoins, chéarbicula le sperme androgénétique a la
capacité de parasiter les oocytes d’'autres espaaeis formes proches, pour profiter des
nutriments maternels tout en étant capables d’pnlser le génome nucléaire. Ce phénomene
de parasitisme a été mis en évidence dans desgbiomsl ou I'on observe une disjonction
génétique entre le matériel nucléaire et mitochiah¢fFigure 9, Parlet al. 2002, Pfenninger
et al.2002, Leeet al. 2005, Hedtkeet al. 2008, Pigneuet al.subm.). Hedtke & Hillis (2011)
ont nommé cette disjonction mismatch cytonuclé&irdre especes proches, cette capacité
confére a celles qui sont androgénétiques un ayanar rapport a celles qui sont sexuées.
Ceci pourrait également expliquer pourquoi, malgnésque d’extinction qu’elle ameéne,
I'androgenése est maintenue chez certains anincaunxmeCorbicula ou plusieurs espéeces
au sein du méme genre semble se reproduire pasgarse (Hedtket al. 2008, McKone &
Halpern 2003).

Pourquoi I'androgenése n'a-t-elle été décrite qaresdB taxons animaux? Une raison est que
ce mode de reproduction est effectivement trésaguaui est lié au risque d’extinction aprés
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fixation des alleles propre a I'androgenése. Unieeaaison est qu’elle est difficile a détecter.
En effet, il faut absolument passer par des anglgéaétiques et cytologiques pour la mettre
en évidence. De plus, les mutations nécessaitapgalition d’un génotype androgénétique
pourraient étre moins fréquentes que celles cals@ynogenese. Néanmoins, ces deux
modes de reproduction sont quasiment égalememadépaet diversifies (Tableau 6). Par
ailleurs, la plupart des biologistes n’ont pas sagé I'androgenese comme étant un mode de
reproduction possible (McKone & Halpern 2003).

D’un point de vue cytologique, chez la palourde@gue, les chromosomes maternels sont
expulsés sous forme de deux corps polaires (F@u®maruet al. 1998, Komariet al.

2000). Ceci pourrait résulter d’'une modificationraveau des sites d’attachement des
centrosomes lors de la méiose ainsi que de |'@ianmt particuliére de I'axe méiotique. Chez
Corbicula leanaune espéece androgénétique, I'axe meiotique esligle a la surface

cellulaire alors qu’il y est perpendiculaire chaplupart des bivalves ainsi que chez les
corbicules sexuées (Komagtial. 2000, Obatat al. 2006). Par ailleurs, chez les corbicules
androgénétiques, les deux centrosomes semblech@stau cortex cellulaire, ce qui explique
I'orientation du fuseau (Komaret al. 2006). A I'oppose, chez les palourdes asiatiques
sexuées, un seul centrosome est attaché au dersecond restant au centre de I'ceuf (Obata
et al. 2006). Ishibashet al. (2002) ont également montré I'implication du cyjoslette dans

les mécanismes d’androgenése diiembicula Ces auteurs ont traité des ceuf€déeana

avec de la cytochalasine D, une substance inhiagulymeérisation d’actine et donc la
formation des corps polaires. Les centrosomes gaed ainsi que les chromosomes
maternels sont retenus dans le cytoplasme de dssetdes pronuclei femelles se constituent.
La méiose continue alors jusqu’a la seconde dinidi@ maintien des centrosomes maternels
au sein du cytoplasme de I'ceuf semble nécess&@rpaursuite de la méiose. En effet, chez
Corbiculacomme chez de nombreuses autres espéeces anileslesntrosomes paternels
sont inactifs lors de cette division (Ishibashial. 2002). Le résultat obtenu par Ishibashi

al. (2002) suggerent que ch€zleana le systeme régulant la seconde meéiose est encore
fonctionnel. A contrario, Ishibashi & Komaru (2008) réalisant la méme expérience cez
flumineaobservent une deuxiéme division méiotique aboarBaite ségrégation aberrante
pourrait découler de mutations des facteurs régjldameiose dont certains ne sont pas
essentiels chez les individus androgénétiques.

L’androgenese ajoute une difficulté supplémentairétablissement d’une taxonomie claire
au sein du genr€orbicula En effet, ce mode de reproduction peut menestasérvation de
disjonction génétique noyau/mitochondrie. le¢al. (2005) ont, en effet, mis en évidence des
individus ayant le morphotype et le génotype nuéde la forme A mais le génotype
mitochondrial de la forme B. Hedtlet al. (2008) ont observé un évenement similaire ainsi
gue son contraire (des individus de forme B avechd@glotypes mitochondriaux de la forme
A). Les auteurs expliquent cette observation pahkEnomeéne de parasitisme des ceufs
précédemment décrit (Figure 9). Dans ce cas, lirgibeu une capture du génome
mitochondrial apres qu’un spermatozoide de la folnaét parasité un ceuf d’'une palourde de
la forme B. L’androgenése et ses conséquencesiaudeovue génétique démontrent que les
analyses du génome mitochondrial ne sont pas anfés pour étudier génétiquement les
espéeces androgénétiques telles Qaebicula Par ailleurs, comme précisé auparavant, la
morphologie ne suffit également pas et il est pedfie de combiner les marqueurs génétiques
nucléaires et mitochondriaux aux quelques caract@@phologiques bien distincts pour
décrire des espéces androgénétiques.

20



CHAPITRE 1 - INTRODUCTION ‘

Comme cité précédemment, on trouve au sein du gan@culadeux formes différentes de
spermatozoides. Les premiers sont monoflagellés gle les seconds sont biflagellés. La
morphologie des gamétes males semble étre coaglé®de de reproduction (Komaru &
Konishi 1996). Les individus dioiques a reprodutisexuée montrent des spermatozoides
monoflagellés. Ceux-ci ont, comme attendu, uned@aiéduite. Ce type de spermatozoide est
considéré comme primitif au sein du genre. Lesicalles hermaphrodites et se reproduisant
par androgenése présentent, quant a elles, desatpenides biflagellés et non-réduits.

Des spermatozoides biflagellés ont été décrits ghelques familles de poissons téléostéens
(Mattei 1988, Matoet al.2002), chez certains amphibiens (Agwaal.2003) et insectes
(Dallai et al.2001). Les plathelminthes parasites montrent égaié des spermatozoides
possédant deux axonemes (Justinal. 1985, Pamplona-Basiliet al 2001). Néanmoins, un
spermatozoide peut développer deux flagelles lela dpermatogenése ou résulter de la
fusion de deux spermatozoides différents, commst Becas chez certains insectes
aptérygotes (Dallat al 2001). Suite a ce « pairing », le spermatozoidegntera alors 2
acrosomes et 2 noyaux.

Dans le genr€orbicula hormis leurs deux flagelles, chacun possédanpsapre centriole,
les spermatozoides biflagellés possédent d’autoelfications par rapport aux
spermatozoides « normaux ». Leur téte et leurunegat plus allongés et ces gametes ne
possedent pas de piece médiane distincte. Delellm)g des flagelles, on voit une structure
ailée qui pourrait augmenter I'efficacité de fldggbn et/ou la pénétration de la gelée autour
des oocytes (Komaru & Konishi 1996). D’apres lesmag auteurs, ces spermatozoides
modifiés représenteraient un caractére évolué alesiges hermaphrodites.

Les deux flagelles des spermatozoide€debiculasont de méme longueur et capables tous
les deux de battre. Leur motilité est activée @#avIP cycligue (AMPc) et le GMP cyclique
(GMPc) (Howardet al.2004). Ces nucléotides sont, en effet, des seaoedsagers

importants dans la régulation de la flagellatioezxles animaux. Bien que ces flagelles soient
tous les deux capables de mouvement, leurs p(offlexion et longueur d’'onde) de

battement sont différents.
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4. POLYPLOIDIE

La polyploidisation qui correspond a I'addition d’au plusieurs sets complets de
chromosomes et donc a une augmentation de la dailiggnome, est une des mutations les
plus extrémes qui peut toucher un patrimoine gquétiNéanmoins, les plantes a fleurs et les
vertébrés seraient issus d’ancétres polyploides @07), la polyploidisation constituant un
des moteurs principaux de I'évolution des angiases: Une ou deux duplications completes
du génome seraient a l'origine des vertébrés (Hgsa 2R). De plus, la lignée des poissons
téléostéens aurait subi une duplication compléetgéshome supplémentaire apres leur
divergence d’avec les mammiféres (Jailédral. 2004).

La polyploidie peut causer de graves anomaliesldgpementales chez les mammiferes et
les oiseaux. Pourtant, elle est trés bien toléa¢eip grand nombre d’eucaryotes. Moins
répandue dans le réegne animal et souvent assourde r@production asexuée, on en releve
guelques 200 cas, majoritairement chez les inversélmais aussi chez les amphibiens et les
poissons (Gongt al. 2004, Otto 2007).

Méme si elle est bien présente chez de nombregpéses animales, la polyploidisation
réduit souvent la fertilité et/ou la survie. Cepani certaines espéces polyploides sont
capables de produire une descendance viable, carestde cas pour I'huitre du Pacifique
Crassostrea giga8n (Gonget al. 2004, Guo & Allen 1994) ou enco@orbicula3n
(Okamoto & Arimoto 1986, Par&t al. 2000, Skuza&t al. 2009, Qiuet al. 2001) et 4n (Qiwet
al. 2001).

La polyploidie peut aussi amener des avantagesiagligeables. Tout d’abord, les
duplicatas de genes introduits par polyploidisasiont soumis a une moindre pression de
sélection que les génes présents en une seule Basdors, ils peuvent développer, a long
terme, de nouvelles fonctions (néofonctionnalisgti®es variations génomiques impossibles
dans les lignées diploides peuvent apparaitrelekarndividus polyploides. Ces
modifications des caractéres génétiques des patiggpeuvent étre bénéfiques et, par
exemple, leur permettre une meilleure adaptation anvironnement particulier (Otto 2007).
Ensuite, la polyploidie permet de masquer les nautatdélétéres d’'un set haploide. Cet
avantage n’est pas absolu puisqu’au cours du tdegalleles mutants s’accumulent bien
plus chez les individus polyploides que chez lpioities. Enfin, de maniere générale, la
taille des cellules augmente avec celle du gén@uwei. est particuliérement vrai pour les
mollusques bivalves. Induire artificiellement ur@yploidisation chez ces animaux
représente donc un intérét commercial (Geearal. 1994, Gonget al. 2004, Otto 2007).

ChezCorbicula des individus diploides, triploides et tétrapésidnt été déecrits (Tableau 7,
Hedtkeet al 2008, Komartet al 1997, Okamoto & Arimoto 1986, Pagk al 2000, Skuzat
al. 2009, Qiuet al 2001). Okamoto & Arimoto (1986) ont mis en éviderle nombre de
chromosomes suivant pour 3 espéeces japondisgaponicapossede 38 chromosomeEs,
sandai 36 etC. leana54. Ces nombres correspondent a un set haploitl®@ deromosomes.
En effet,C. leanaprésente 3 jeux de 18 homologues. D’apres cesi@uansi que Skuzst

al. (2009),C. sandapourrait étre I'espece ancestrale ayant donnéarace &C. japonica
elle-méme ayant engend@é leana Un des facteurs de I'évolution, ch@orbicula aurait
donc été la polyploidisation.
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En Europe, on a relevé uniquement des individuleidips et triploides. Pfenninget al
(2002) ont obtenu un caryotype de 36 chromosomels quie soient le morphotype, le
génotype et I'haplotype mitochondrial analyséssatpre Skuzat al (2009) ont observé un
caryotype de 54 chromosomes chez des populatidosgses d€. fluminalis Ces
caryotypes peuvent étre divisés en 18 groupesade®chromosomes semblables
phénotypiquement. Ceci suggere que 18 semblecttr@nhbre haploide ch&€orbicula

L’hybridationin situ sur les « Nucleolar Organizing Regions » (NORhp#régalement de
mettre en évidence de la triploidie (Sketal 2009, Hedtket al 2008). En effet, la forme
A d’Amérique (Hedtkeet al 2008) ainsi qué€. fluminalis(Skuzaet al 2009) en Pologne
présentent 3 NOR. Sachant qu’on trouve un orgasaiucléolaire par set haploide, ces
palourdes sont donc triploides.

ChezCorbicula la ploidie semble étre liee au mode de reprodncties palourdes asiatiques
polyploides, ou tout au moins triploides, sont fegghrodites et semblent se reproduire par
androgenese (Okamoto & Arimoto 1986, Komatwal 1997, Hedtkeet al. 2008). La
perturbation de la méiose menant a la formatiogaeétes non-réduits et I'autofécondation
possible liée a cette stratégie reproductive jaaatain role dans la polyploidie de certaines
especes d€orbicula(Okamoto & Arimoto 1986). Skuzt al (2009) suggerent également

un lien entre polyploidie et adaptation a de nouxd®abitats chez la palourde asiatique, en se
basant sur le fait que les individus polyploidesiwore plus grande faculté d’expansion que
leurs ancétres diploides. Ces auteurs proposel@négat le nombre et la morphologie des
chromosomes comme critére supplémentaire de détation des espéces de ce genre.

Chez les palourdes androgénétiques ou le génoneemabest expulse, les spermatozoides
non réduits représentent un moyen de maintenivksan de ploidie. Cependant, les
meécanismes d’élévation de la ploidie restaientinos dans les espéces androgénétiques de
Corbicula Récemment, Komaret al (2006) ont observé une seconde division de mé&bse

la formation d’un pronucléus femelle chez certamvidus deC. fluminea une espece
androgénétique. lls postulent qu’une fois que lragénese s’est établie chez les formes
diploides, une élévation subséquente de la ploigligeut se faire que par la rétention des
globules polaires. Cette affirmation est confirrpée Komaruet al. 2001, 2006. Ces auteurs
ont, en effet, observé une extrusion incomplétendteriel génétique maternel apres
fécondation d’'un ovule par un spermatozoide d’'urteedorme. Lors de la premiere méiose,
si un seul centrosome est attaché au cortex aedlukeul un premier corps polaire sera
formé. Le second globule polaire et un pronuclensdile peuvent alors se former aprés la
deuxieme division. Dans ce cas, aprées fecondatioaygote triploide émergerait puisque le
spermatozoide dont il provient est diploide. La-fammation d’un seul des globules polaires
peut donc résulter en 'augmentation de la ploi@igezCorbicula, I'élévation de la ploidie
serait due a la formation d’'un pronucléus feméil&nement rare, plutdt qu’a des évenements
d’hybridation comme c’est le cas chez les vertéfkésnaruet al. 2006).

L'impact de la polyploidie chez les palourdes agérgétiques reste toujours inconnu.
Néanmoins, chez ces individus, la polyploidisapermettrait de maintenir les alléles
fonctionnels lorsque des alléles non-fonctionng&scaimulent (Ishibashi & Komaru 2006).
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Etant donné les difficultés taxonomiques rencostaans I'étude d€orbicula une premiére
partie de ce mémoire tend a clarifier la systénuatidu genre en Europe. Ce travail a donc
pour but de dénombrer les formes européennesauiegil’établir les relations
phylogénétiques entre-elles et avec d’autres folwnesspéces présentes ailleurs dans le
monde. En menant cetté¢éude phylogéographiquenous voulons déterminer les routes
d’invasion des lignées des palourdes du g@ambiculainvasives. Ceci est d’autant plus
pertinent queCorbiculaest un des organismes les plus envahissantselmasdsystemes
dulcaquicoles. En effet, depuis le début du®Xkcle, certaines espéces de palourdes
asiatiques se sont propageées depuis leur distiibnftive sur tout le continent américain et
en Europe. Ces études phylogénétiques de diveopegabions européennes se baseront sur
I'analyse des genes mitochondriaux suivant : leeginla cytochrome oxydase sous-unité |
(COI) et du cytochrome b (Cyt b) mais égalementdasr marqueurs microsatellites
nucléaires. Ces populations auront été, auparavaragterisées morphologiquement.

Les palourdes asiatiques sont également trés géngsildu point de vue de leur reproduction :
certaines especes se reproduisent par androgéigsde déterminer le mode reproductif

des populations de corbicules européennes, noasayserons le sperme. En effet, il existe
un lien entre morphologie des spermatozoides eerdedeproduction, les spermatozoides
biflagellés n’étant rencontrés que chez les indisidndrogénétiques.

La polyploidisation semble également avoir jougrand réle dans I'évolution du genre
Corbicula En Asie, des populations diploides, triploidegttiploides ont été décrites.
Néanmoins, on sait peu de chose sur la ploididéadeses européennes (Pfenningeal.
2002, Skuzat al.2009). Ce mémoire s’attelera donc aus$éterminer la ploidie
d’individus de la Meuse par la réalisation d’unycdype. De plus, déterminer la ploidie de
populations européennes nous renseignera égalsordetmode de reproduction de ces
individus. En effet, il semble y avoir un lien enpolyploidie et androgenese.
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1. SPECIMENS ETUDIES

Dans le tableau 8 et 'annexe 1 sont présentéaiffégentes populations européennes de
Corbicula étudiées dans ce mémoire, ainsi que le morphatypposé de ces populations, le
nombre d’individus étudiés dans chaque analysd gtarnis dans le tableau 9. Marescatix
al. (2010) ont échantillonné les individus de la Sanevril 2009 en sondant le fond du
fleuve au moyen d’une épuisette. Les autres inds/imbus ont été fournis par J. Mouthon
(Doubs et Sabne, France), P. Laforge (Vidourle)spann (fleuve New Bedford, UK), R.
Sousa (estuaires du fleuve Minho et du fleuve LiR@tugal), C. Ayres (bassin de Minho,
Espagne) et N. Perrin (Lac de Neuchatel, Suissef€re 1). Les individus échantillonnés
ont été conserves dans de I'éthanol.

En ce qui concerne I'analyse des marqueurs mi@lises, aux populations précédentes,
nous avons ajouté 9 populations dont I’haplotypeahiondrial avait déja été étudié par
Marescaux 2010 (Annexe 2).

2. ANALYSES MORPHOLOGIQUES

Nous avons mesuré les trois variables morphomésiguivantes : la hauteur, la plus grande
dimension dorsoventrale; la largeur, la dimensimt@@postérieure maximale et I'épaisseur
de la coquille, la plus grande épaisseur de lamarvalves (Figure 10, Britton & Morton
1982). Les mesures ont été réalisées au moyerpiedra coulisse (SOMEX-0,1mm). Nous
avons également compté le nombre de stries poguehadividu. Vingt individus pour
chaque population ont été mesurés ou tous lesithdivsi moins de 20 avaient été
échantillonnés. De plus, des observations généffalese, couleur, niveau d’érosion...) des
coquilles externe et interne ont été notées.

A partir de ces données morphométriques, nous a¢atisé des analyses en composantes
principales (ACP) grace au progiciel ade4 (Uniwérkiyon 1) sur le logiciel de statistique R-
2.11.0. La premiere analyse a été effectuée suates suivants : nombre de stries/hauteur,
hauteur/épaisseur, largeur/épaisseur et hautegetlar La seconde analyse fut réalisée sur les
logarithmes en base 10 de la largeur, de la haetals I'épaisseur de la coquille ainsi que sur
le ratio nombre de stries/hauteur.

L’ACP est un outil statistique qui permet I'analyd® jeux de données multivariés. Elle utilise
les mathématiques pour transformer un nombre dablas corrélées en variables non-
corrélées, les composantes principales, et erglirt@tbruit.
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3. ISOLATION DES SPERMATOZOIDES

Ce protocole a été modifié d’aprés Britton & Mortt®82, Guo & Allen 1994, Howatret al
2004 et Marescaux 2010 (mémoire).

Les individus conservés dans I'éthanol ont été deen faisant attention a ne pas déchirer
I'hépatopancréas. La masse viscérale a été dégageanteau et des branchies (Figure 11),
et tranchée quasiment tangentiellement. De cettéamg nous avons pu récupérer les
gonades qui sont diffuses a la surface de la massérale. Le tissu excisé a été placé dans un
tube eppendorf 1,5ml, dans lequel on a ajouté dellagénase diluée dans du Roswell Park
Memorial Institute medium (RPMI-1640, Sigma Aldrighsqu’a une concentration de
1mg/ml. Une fois les gonades humidifiées, ellesé@tcisaillées. Ensuite, nous avons ajouté
la solution collagénase-RPMI au tissu pour attendr volume final de 600ul. Le tissue
excisé a été incubé a 45°C jusqu’a dégradation EmpAprés dégradation, les échantillons
ont été centrifugés pendant 3 minutes a 3000rpme.ddutte de culot a été pipetée, déposee
sur une lame de verre et couverte d’'une lamells.lames ont été observées au moyen d’un
microscope a contraste de phase (Leica Leitz Lak8jl a grossissement 100 fois et sous
immersion. Pour chaque population, 4 individuséigtanalysés, a I'exception de la
population de la Seine, ou 2 individus ont été ysed faute d’un échantillon suffisant, et de
la population de la Saéne (forme R) pour laquati@@tudié 8 individus (Tableau 8).

4. ANALYSES GENETIQUES

4.3. DISSECTION

Pour chacun des 20 individus par population, lesales adducteurs et le pied (Figure 11) ont
été prélevés et stockés dans des tubes eppend@ff&@jusqu’a I'extraction de I’ADN.

4.4. EXTRACTION D’ADN

L’ADN a été extrait des muscles adducteurs, a bgtion de I'’échantillon Db2 (pied), au
moyen du kit d’extraction DNeasy Blood and Tissue(RIAGEN) selon le protocole de ce
kit (Annexe 3), a I'exception d’'une digestion e&RAlase A apres lyse complete des tissus.
Seuls six individus par population ont été extr@imbleau 8). Les 6 individus appartenant
aux populations Vidourle, Sadne forme R et SabnaddS ont été extraits en automatisant
I'utilisation du kit sur la machine QIAcube (QIAGEN

4.5. AMPLIFICATION DES GENES CIBLES MITOCHONDRIAUX
(TABLEAU 9)

L’ADN extrait a servi de support a une réactiorcbaine par polymérase (PCR). Deux génes
cibles mitochondriaux ont été amplifiés par PCR géne Cytochrome oxydase | (COIl) et le
géne Cytochrome b (Cyt b). Des contrbles positifégatif ont été introduits lors de chaque
amplification. Le contrdle positif est un échawtillayant déja été amplifié avec succes et a la
taille de fragment requise. Le contrble négatiitétae réaction sans ADN.

Apres une dénaturation initiale de 4 minutes a 948®CR se poursuivait par 30 cycles

composés des 3 étapes suivantes : dénaturatioh skxdndes a 94°C, 45 secondes
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d’hybridation (42° pour le gene Cyt b et 45° paageéne COI) et 45 secondes d’extension a
72°C. Le programme se terminait par une extensiaief de 10 minutes a 72°C. La PCR a
été réalisé dans un volume total de 25ul incluespectivement 0,5 ou 1 pl d’ADN pour Cyt
b ou COI. Le mix PCR était composé d’eau stérigetainpon Taq 1x (Promega), de 0,2mM
de nucléotides (Promega), de 0,5uM de chacuneifiésedtes amorces (IDT Integrated
DNA Technology) et de 0,1 unité de Taq DNA PolynseréPromega). Les produits PCR ont
été colorés au SYBR safe (Invitrogen) et isolésgdsgrgels d’agarose 1% révélés sous
lumiéere UV.

Pour la plupart des produits d’amplification, sealbrin a été séquencé. Cependant, pour
chaque gene cible, cinq échantillons provenantogellations différentes (Esl, Dbl, Db21,
Uk1 et S1) ont été séquencés dans les deux sesgguencage a été réalisé aupres de la
firme Macrogen Korea sous les conditions de BigByeerminator. Les produits PCR,
préalablement purifiés, y ont été passés au ségueaatomatique 3730XL (Applied
Biosystem).

Les séquences obtenues ont été corrigées et aigmmiellement grace a BioEdit (version
7.09). Ces séquences ont été regroupées en hagdotygs séquences de mauvaise qualité ont
été éliminées avant de construire les phylogéaitis.de déterminer les modeéles évolutifs de
substitution nucléotidique pour construire les plygnies, nous avons utilisé le programme
jModelTest0.1 (Posada 2008). Les phylogénies C@lyeb furent inférées en utilisant les
méthodes de Neighbor Joining, de Maximum likelihebd’inférence bayésienne. Les
phylogénies par Neighbor Joining ont été constsugte utilisant Mega 4 (Tamued al.

2007), celles par Maximum likelihood en utilisamy®IL 3.0. (Guindon & Gascuel 2003) et
I'inférence bayésienne en utilisant MrBayes v.3.2Huelsenbeck & Ronquist 2001). La
fiabilité des arbres est estimée par une approehmdtstrap avec 1000 réplicas. En ce qui
concerne l'inférence bayésienne, la fiabilité estde sur les probabilités postérieures.

Neocorbicula limosgCorbiculidag a été utilisé comme outgroup pour la phylogémrisde
sur le géne COIl. Etant donné qu’aucune séquengermil cytochrome b deorbiculidae
n'est accessible sur GenBank, on a utilisé le ke/Alctica islandica(Arcticidag comme
outgroup pour la phylogénie basée sur le géne Cyt b

Afin de déterminer les variations nucléotidiquesr&mos séquences, nous avons utilisé le
logiciel DnaSP (Rozas & Rozas 1995).

Le programme Network 4.5.1.6. (Flux engineeringlish@a finalement permis de construire
des réseaux d’haplotypes par la méthode de Mediamg (Bandelet al. 1995).

Rappelons que, pour ces analyses microsatelliéesodvelles populations ont été ajoutées.
Ces populations sont celles analysées d’un poirtidemitochondrial par Marescaux (2010)
(Tableau 8, Annexe 2).

L’ADN extrait a servi de support a une réactiorcbaine par polymérase (PCR). Dix motifs
microsatellites cibles ont été amplifiés par PCR.

Apres une dénaturation initiale de 4 minutes a 948®CR se poursuivait par 35 cycles
composés des 3 étapes suivantes : dénaturatioh skxdndes a 94°C, 45 secondes
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d’hybridation & 53°C et 45 secondes d’extensio@°@7Le programme se terminait par une
extension finale de 12 minutes a 72°C. La PCR a&atiésée dans un volume total de 10ul
incluantl pl d’ADN. Le mix PCR était composé d’eau stérile,tampon Tag 1x (Promega),
de 0,2mM de nucléotides (Promega), de 0,5uM deuwcteades différentes amorces (IDT
Integrated DNA Technology) et de 0,1 unités de Daf\ Polymerase (Promega), 'amorce
forward étant fluorescente (6-FAM) et pourvue d’'@@l-tail GTTTCTT. Les produits PCR
ont ensuite été dilués 200 fois. Si la quantitéRNobtenue apres PCR était faible, la
dilution était adaptée et revue a la baisse. AdBroduits PCR dilués on a ajouté 10ul de
formamide Hi-Di (Applied Biosystems) et 0,1l denmpzeur de taille GeneScan-500 (L1Z)
(Applied Biosystems). Chacun de ces échantilloessaite été génotypé sur le séquenceur a
capillaires ABI 3130xI (Applied Biosystems) et l&sultats ont été analysés par le
programme GeneMapper (Applied Biosystems).

Quatre autres loci (CI5, CIB08, CIG08 et CIF04) @té utilisés pour une analyse plus
approfondie des individus a morphotype intermédiae la Seine et de I'individu Uk3, de
potentiels hybrides entre les formes R et S. Caguears permettent de discriminer les deux
formes précédentes par une simple visualisationgelir Les conditions de PCR étaient
identiques a celles citées ci-dessus. Néanmoirtsineudes deux amorces utilisées dans ce
cas n’était ni fluorescente ni pourvue d’'une PI(-ta

Ensuite, nous avons procédé a une analyse staéistignalyse factorielle des
correspondances (AFC) grace au progiciel ade4 @sité Lyon 1) sur le logiciel de
statistique R-2.11.0. L'AFC permet d’analyser ddsda@aux de contingences. Un tel tableau
croise 2 variables qualitatives. A l'intersectiandkux variables qualitatives se trouve
I'effectif caractérisé par I'une et I'autre variabL'AFC détermine les dépendances entre les
lignes et les colonnes du tableau. Une représentgtaphique (un plan factoriel) permet de
visualiser les relations les plus importantes. Dartas qui nous préoccupe, les variables
qualitatives étaient d’'une part, les différentglals microsatellites rencontrés lors de cette
étude et d’autre part, les formes de corbiculegiéas. Notre tableau de contingence était, en
fait, une matrice de présence-absence (0-1), cHagnescorrespondant a une forme de
Corbicula et chaque colonne a un alléle observé (Annexe 14).

5. ANALYSE DE LA PLOIDIE

Le protocole utilisé dans ce mémoire a été dévéapgpres les protocoles de caryotype sur
bivalves de Cornedt al 1993 M. edulig, Guo & Allen 1994 C. gigag, Komaruet al. 1997
(Corbicula), Le Marrec-Crocet al. 1999 . maximuy Quinnet al. 1999 D. polymorphd,
Parket al. 2000 Corbicula), Boro et al. 2004 D. polymorph, Leeet al 2005 Corbicula)

et Skuzeet al. 2009 Corbiculg). Les précieux conseils de Mme S. Rombout de I''PG
(Institut de pathologie et de génétique) a Gosselienous avons passé une journée
d’apprentissage des techniques de caryotypage , amégalement permis d’améliorer notre
protocole .

Les caryotypages ont été réalisés sur des indiwithasts du morphotype R récoltés aux
écluses de Tailfer (50° 24’ N 04° 54’ E) et de Dihgb0° 15' N 04° 54' Est) sur la Meuse
belge.

Dans un premier temps, nous avons tenté de réalisectaryotypes a partir de tissu
directement prélevé sur des corbicules vivantesin@uotait aux corbicules 100ul de chlorure
de cobalt (CoG) 0,5%. Ce dernier, en bloguant certaines étapés mspiration cellulaire,
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provogue une hypoxie des tissus et, de ce faitiiinohe prolifération cellulaire. L'incubation
au CoC} durait entre 50 et 60 heures. Au terme de cellertinjectait encore aux individus
0,25ml de colchicine 0,1% qu’on laissait incubertéoune nuit. Durant tout ce temps, les
animaux étaient gardés vivants dans de I'eau des&laérée et nourris avec les algues
Dictyosphaerium ehrenbergianuebChlorella vulgaris Les branchies étaient ensuite
disséquées et soumises a un traitement permedtegallsation d’'un caryotype (quasiment
similaire a celui décrit ci-apres). Cependant,dér mitotique étant tres faible ch€nrbicula
(Skuzaet al.2009) et cette technique ne donnant pas de beolats, nous avons préféré
ajouter une étape de culture cellulaire.

Apres récolte des individus, ceux-ci ont été digg8cet les branchies prélevées. Le tissu a été
lavé 3 fois pendant 20 min avec du milieu de celdufois plus concentré en antibiotiques

que le milieu utilisé pour la culture propremenedAnnexe 4). Le tissu a ensuite été rince et
placé dans une boite de Pétri dans quelques galgttedieu normal. Les branchies ont été
cisaillées au scalpel. Le contenu de la boite de #été récupéré par aspiration au travers
d’une aiguille fine (23 — 25G) pour éviter les meaax trop gros. Les fins fragments
tissulaires ont été déposeés dans des tubes Fadcbhinal dans 3 ml de milieu. Les tubes ont
été conserves légerement inclinés pendant au rigmes a 18°CH1°C) a I'obscurité. Le

pH et les éventuelles contaminations étaient ctégrguotidiennement grace au phénol red,
I'indicateur de pH présent dans le milieu, ce daraiyant été changé maximum tous les 4
jours. Apres 6 ou 7 jours de culture, de la colcigi@tait ajoutée a une concentration finale de
0,1% au milieu pour bloquer la division cellulagela culture était maintenue pendant encore
12 heures.

Les cellules étaient alors prétes pour le caryagpaes tubes ont été centrifugés 10 minutes
a 1200rpm et le surnageant aspiré. Les cellulesudntdans un premier temps un traitement
hypotonigue consistant a les laisser dans 7 ml@eOkD75M préalablement préchauffé a
37°C pendant 30 minutes. Le KCI a été ajouté gaugeutte sur vortex. Ensuite, les
différents tissus ont été centrifugés a 1200 rpndpat 10 minutes et le surnageant a été
aspiré. Les cellules ont ensuite été fixées au mdge5 ml de fixatif de Carnoy (mix frais
méthanol ou éthanol absolu:acide acétique glaclaldi a été ajouté goutte a goutte. Elles
ont incubé pendant 15 minutes sous hotte a temyérambiante dans le fixatif puis ont été
centrifugées a 1200rpm pendant 10 minutes. Cetigtipn a été répétée deux fois mais sans
étape d’incubation. Ensuite, les cellules ont étéises en suspension dans du fixatif.

Trois gouttes de ces suspensions ont été dépospeis dine hauteur de 10-15cm sur des
lames préalablement nettoyées a I'alcool et plaseedu papier humide, cette derniere étape
permettant une meilleure diffusion de la suspens@lulaire sur la lame. Les lames ont
séché a I'air libre, idéalement pendant 1 jour Btit. Les lames ont ensuite été plongées
dans un bain de GIEMSA 2% pendant 15 minutes aVétre rincées a I'eau distillée pour
enlever I'exces de colorant. Les lames ont enfinséchées au papier buvard et observées au
microscope (Leica Leitz LaborluxS) a grossisseni@gtfois.
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1. MORPHOLOGIE

Selon la description de Marescaebal. (2010), toutes les populations étudiées ici sentble
constituées d’individus appartenant a une des tooises européennes décrites jusqu’a
présent (formes R, S ou RIc) (Tableau 3, Figur@$gxception des individus provenant de
la Seine. Ces derniers présentent un morphotypemétiaire entre les formes R et S. La
forme arrondie de leur coquille est typique du rhotgpe R. Leur umbo arbore des marques
violettes comme chez les juvéniles R. Cependastinchvidus présentent aussi des attributs
de la forme S, tels que des stries fines et sera@es qu’'une coquille interne violet foncé
(Figure 12).

Quel que soit le paramétre considéré par I'anatyseomposantes principales considérée,
88% des individus sont regroupés dans le mémeecl(lSigure 13, points bleus et verts).
Cette observation n’est pas surprenante puisquajarité des populations étudiées sont
considérées comme appartenant aux formes R ourRide@au 8), qui sont difficilement
distinguables morphologiquement. Néanmoins, lomgeonsidéere I'analyse prenant en
compte les ratios entre les différentes varialssindividus du morphotype Rlc se
regroupent en marge du cluster comprenant lesichgivdu morphotype R (Figure 13 A).
Cette distinction se marque sur I'axe 2 qui edefoent corrélé aux variables

« Hauteur/Largeur » et « Hauteur/Epaisseur » (AargxEn effet, les individus du
morphotype RIc présentent des ratios « Hauteurdiarg et « Hauteur/Epaisseur »
significativement plus faible que ceux des indiddlu morphotype R (Annexe 6, p-
value<0.05).

Quelle que soit 'ACP considérée, la populatioriad8adne appartenant au morphotype S
forme un groupe distinct d’'un point de vue morplgadoe (Figure 13, points noirs). Dans la
premiere ACP, prenant en compte les ratios engrdiférentes mesures, cette différence de
la population Sadne S se marque sur I'axe 1 (Fij8d. Cet axe est principalement corrélé
aux ratios « nombre de stries/hauteur » et « lafgpaisseur » (Annexe 5). Dans la seconde
analyse, dont les variables sont le « nombre @es8tauteur » et les logarithmes des hauteur,
longueur et largeur, la différence est marquédessecond axe en composante principale
(Figure 13B), lui aussi principalement corrélé atior « nombre de stries/hauteur » (Annexe
7).

Dans la seconde ACP, il est également évidentegirdis individus de la Seine forment un
groupe distinct sur I'axe 2 (Figure 13B, pointsges), essentiellement corrélé au ratio

« nombre de stries/hauteur ». Cette derniére arggi celle ayant le plus de poids dans les
deux analyses (Annexe 5 et 7).

Ces ACP confirment ce qui a été observé auparavesitrois individus de la Seine et ceux
du morphotype S ont un nombre et une répartitienstiées significativement différents des
autres populations contenant les formes R et RiméXe 8, p-value<0.05). Ces individus
présentent, en effet, un rapport « nombre de Ataaseur » plus élevé.

Certains individus (Po7, Es4 and Uk12) provenarditférentes populations sont, selon la
premiere ACP (Figure 13A), distincts de ce qui skenére une morphologie générale pour le
morphotype R auquel ils appartiennent. L'individsdEprésente un plus petit ratio
hauteur/épaisseur. Po7 a des plus grands ratidsunsgpaisseur et largeur/épaisseur, tandis
que Uk12 en a de plus petits. Po7 semble dongktseaplati que la moyenne, alors qu'Uk12
est plus épais.

30



CHAPITRE 4 — RESULTATS .

Lorsqu’on envisage I'ACP 2, I'individu Es19 se thgjue sur le second axe en composante
principale, celui-ci étant principalement corrélératio nombre de stries/hauteur (Figure 13B,
Annexe 7). En effet, pour cet individu, ce rappast trés faible. Cet individu a un nombre de
stries beaucoup plus faible que la moyenne de desvautres individus de taille comparable
du morphotype R auquel il appartient (10 striedreonne moyenne de 19,83 pour une
hauteur moyenne de 12,3mm, alors que l'individuSEsgsure 13,2mm de haut).

2. ANALYSE DES SPERMATOZOIDES

Dans cette analyse, quatre individus par populaimréeté etudiés, en général. Toutefois,
nous n’avons analysé la morphologie des spermatezaie deux spécimens uniqguement
pour la population de la Seine, faute d’un échlamtiassez grand. Pour la population de la
Sabne forme R, huit individus ont été analysés, diugmenter la probabilité d’'observer des
spermatozoides dans cette population (Tableau 8).

Nous avons trouvé des spermatozoides au sein tis @es populations étudiées sauf chez les
individus d’Espagne et du morphotype R de la Sgane lesquels nous n’en avons observé
aucun (Tableau 11).

Grossierement, au microscope optique, les sperwiatez flagellés d€orbiculaprésentent
seulement une téte allongée effilée et le plussoiiégérement incurvée ainsi qu’un (ou
deux) flagelle(s). Il 'y a pas de piece médiargtinicte entre la téte et le flagelle. Tous les
spermatozoides examinés correspondent a cettepdescrAucun dimorphisme n’a été
observé.

Nous avons observé des spermatozoides sans flageleflagellés et biflagellés (Figure 14)
chez toutes les populations positives. Nous avgakement trouvé quelques gameétes males
possédant un trés court flagelle (entre 5 et 109a tengueur maximale du flagelle). Les
populations pour lesquelles seuls des juvénilegtntécoltés (Seine, Suisse) présentent aussi
des spermatozoides.

L’abondance relative exacte de chaque type de mtogie de sperme n’a pas été chiffrée.
Cependant, les spermatozoides sans flagelle ém@anplus nombreux que les
monoflagellés, eux-mémes surpassant, en nomisrbiflagellés.

Nos observations n’ont pas révélé de différencedghologie ou d’abondance entre les
spermatozoides des différentes formes européennes.

3. ANALYSES PHYLOGENETIQUES

Les séquences de Cyt b sont longues de 351 bpmpgbhique a 13 sites et groupées en 3
haplotypes difféerents (Annexe 9). L’haplotype 1 Jid@rrespond au morphotype R, alors que
I'haplotype 2 est lié au morphotype Rlc. Néanmode)x individus du Doubs (Dbl et Db3)
décrits comme appartenant, d’'un point de vue mdogique, a la forme R présentent des
haplotypes mitochondriaux de la forme Rlc (H2).déermination du morphotype des
individus Db1 et Db3 a été basée sur observationgffet, 'analyse en composantes
principales ne permet pas de distinguer avec gdéiles morphotypes R et Ric (Figure 13).
L’haplotype 3 (H3), quant a lui, est partagé pariteividus du morphotype S et les individus

du morphotype intermédiaire de la Seine.
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L’haplotype 1 est le plus courant parmi les popaiet étudiées ; il correspond & 74% de
toutes les séquences, soit 45 séquences sur 6&XAdi7). Néanmoins, l'individu Su2 de la
forme R présente une séquence légerement diffédentelle de I'haplotype 1. Les deux
séquences different a seulement 3 sites aux exéghes séquences ou la détermination des
bases correctes est malaisée. Des lors, nous estinéscet individu Su2 de cette analyse.

Quelle que soit la méthode phylogénétique utilis@es avons obtenu des topologies d’arbre
similaires (Figure 15). Etant donné I'absence dpisgces de Cyt b deorbiculaaccessibles
sur GenBank, nous n’avons pas pu comparer nos iséggia d’autres pour le géne Cyt b.
Néanmoins, par alignement manuel, nous avons tmosééquences du géne Cyt b
exactement identiques a celles de Marescaux 20&th¢ine). Notre séquence de I'haplotype
1 (H1) est identique aux séquences de la forme Ratescaux 2010 (mémoire). La forme
Rlc de ce dernier montre la méme séquence du ggne @lie notre haplotype 2 (H2), alors
que ses séquences de la forme S sont identiquasedhaplotype 3 (H3).

La phylogénie Cyt b nous permet de distinguer 8dep génétiques distinctes, celles-ci
correspondant aux trois morphotypes distincts (f€db). Nous n’avons pas pu trouver de
séquence de Cyt b d®orbiculidaesur les bases de données. Des lors, nous avorss choi
comme outgrou@rctica islandicaqui fait partie de I'ordr&/eneroida auquel appartient
eégalement le geni@orbicula

La phylogénie (Figure 15) montre que les formed Rle sont plus proches entre elles que de
la forme S. Ceci est confirmé par le réseau d’hgipks (Figure 16). Ce réseau nous indique
également le nombre de mutations séparant les séegide deux formes européennes. Les
formes R et Rlc different par 5 mutations, les fesnR et S par 9 mutations et les formes Ric
et S par 10 mutations (Figure 16).

Les séquences du gene COI obtenues chez un tddal iddividus ont une longueur
d’approximativement 668 pb et sont groupées eresmmt 3 haplotypes distincts. Ces
haplotypes sont polymorphiques a 22 sites répantisau long de la séquence (Annexe 10).
L’haplotype 1’ (H1’) est le plus commun et corresgd@u morphotype R, alors que
I'haplotype 2’ (H2’) est lié au morphotype Rlc. Lésux individus du Doubs Db1 et Db3,
morphologiquement de la forme R, présentent égailerpeur le gene mitochondrial COI,
I'haplotype (H2’) de la forme Rlc. L’haplotype 3H8’) est associé au morphotype S et est
rencontré au sein de la population de la Seineeptéast un morphotype particulier.

Les haplotypes H1' et H3’ different par 14 subsiitns, les haplotypes H1' et H2' par 18
substitutions et enfin, les haplotypes H2’ et H&8" 3 substitutions (Annexe 10).

Par alignement manuel, nous avons trouvé nos séegsieln gene COI exactement identiques
a certaines séquences accessibles sur GenBankgBiguAnnexe 11). Notre séquence de
I'haplotype 1’ (H1’) est identique aux séquencesadimrme R de Pigneuwat al. (subm.) et
Pfenningelet al. (2002) ainsi qu’a la séquence asiatiqu€dieana(Japon) et a la séquence
de la forme A américaine. La forme RIc de Pigretual. (subm.) eC. subplanataune

espece sexuée des fleuves indonésiens, montnedntee séquence du gene COI que notre
haplotype 2’ (H2'). Cet haplotype 2’ se regroupe@Vhaplotype de la forme américaine B.
En effet, I'haplotype Rlc (H2’) semble étre un &t mineur de I'haplotype de la forme B
americaine. Entre ceux-ci, seul un site differa 9y de differences). Les séquences de la
forme S de Pignetet al. (subm.) et Pfenninget al. (2002) ainsi que la séquence de la forme
C ameéricaine, trouvée uniquement en Ameérique dy Su identiques a notre haplotype 3’
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(H3’). En résumé, les trois haplotypes rencontréE@rope se retrouvent en Amérique et
deux parmi eux (H1' et H2") sont également troug@sAsie.

Pour construire notre phylogénie, nous avons initd2B autres séquences (Annexe 11), dont
celle de I'outgrougNeocorbicula limosgCorbiculidae). Ces séquences ont été choisies pou
représenter les différents groupes écologiqudsatbiculaet couvrir I'aire d’origine extréme
orientale ainsi que I'aire des sites d’invasiorgeare.

Les méthodes d'inférence bayésienne et de Maximikglihood donnent des topologies
d’arbre trés similaires (Figure 17). La phylogémientre deux clades divergents. L’'un
comprenant les formes estuarienr@sjéponicg et I'autre les formes dulcaquicol&s.
madagascariensi®rme un taxon frére par rapport aux autres taxbesu douce. Au sein du
clade dulcaquicole, les formes exclusivement laesgorment un groupe distinct. A coté de
ces especes lacustres, les formes dulgaquicotegsmipent en trois clades majeurs, chacun
de nos haplotypes européens étant inclus dansllamtre eux (Figure 17A). Il convient
cependant de constater que le clade incluant tad@ n’est pas soutenu de fortes valeurs de
bootstrap.

On trouve au sein des trois clades majeurs d’eauaddes lignées androgénétiques, mises en
évidence par la présence de spermatozoides bl8agEh fait, pour les clades de notre
haplotype H1’ et de notre haplotype H2’, nous catwsts que des espéces sexuées et
unisexuées cohabitent au sein d’'un méme clade dieace (Figure 17B).

Au sein du groupe dulgaquicole, certains cladeSatdiculane sont pas supportés par de
fortes valeurs de bootstrap. Dés lors, nous avéo®lé de construire un réseau a partir des
haplotypes de ces formes, a I'exception de cel@.daadagascariensigfin d’approfondir
les relations entre ces lignées (Figure 18). Lgsesdgces ont été raccourcies afin qu’elles
soient toutes de longueur égale. De ce fait, llepatle regroupement est quelque peu
différent de celui obtenu avec I'arbre phylogéndgigLa forme S européenneCtaustralis
ne sont plus regroupées. D’apres le rés€aunoltkianaest plus correlée au cluster de la
forme Rlc. EnfinC. possoensig’apparait plus comme liée aux autres especesttasu
Néanmoins, I'organisation générale des taxons dieaice du genr€orbiculaest confirmée
par le réseau.

Il n’est pas pertinent de déterminer le nombre déations séparant les différentes séquences
a partir de ce réseau. En effet, les séquences@fdrtement raccourcies pour les besoin de
cette analyse ce qui a causé une perte d’informatio

Les faibles valeurs supportant les branches de phitlogénie refletent une grande similitude
de séquences du gene mitochondrial COIl entre fExces d€orbiculaconsidérées, en
particulier les espéces dulgaquicoles. Cette hogimi@vele une divergence récente entre ces
formes. Afin de déterminer 'époque de divergenes fdrmes européennes, nous avons
appligué le principe de I'horloge moléculaire aegthylogénie, le taux de mutation du géne
COl étant estimé a 0.6% (Baldwah al.1996). D’'apres cette vitesse de mutation, les ésriR

et S auraient divergé il y a environ 3,8 millioriarthées et les formes R et RIcily a 4,8
millions d’années. Les formes RIc et S, quant @seke seraient séparées il y a 3,4 millions
d’années. Ces nombres d’années situe la divergisctormes européennes au Pliocene.

Au terme de ces analyses phylogénétiques, nousopsuaffirmer que seules trois lignées
androgénétiques semblent avoir envahi I'Europe.
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Les 10 loci utilisés dans cette étude sont polymigues entre formes (Annexe 12, Tableau
12). En ce qui concerne le locus CIB03, l'allel® 23t partagé par les trois formes, mais les
formes R et S en possede un supplémentaire idenf&p3). Pour le locus CIEO1, les formes
R et Rlc ont les mémes alleles. Il en est de mérntre &s formes S et Rlc pour les loci
CICO01, CIAO02 et CIB11. En ce qui concerne les BIAOL et CIA03, on n’a jamais obtenu
d’amplification pour la forme S pour aucun des @ividus de la forme S de cette étude testés
chacun 2 fois. La non-amplification de certains tbela forme S n’est pas surprenante étant
donné que la banque enrichie en microsatelliteé aanstruite pour la forme R (Pigneair

al. in press). Trois de ces 10 loci sont hétérozygoheg toutes les formes (CIC08, CICO1 et
CIA02). En plus de ces derniers, les formes Rmdsseédent respectivement 3 (CIA03,
CIB03, CID12) et 4 autres loci hétérozygotes (CIPQRC12, CIB11, CIB03), alors que la
forme Rlc n’en posséde qu’un seul supplémentail®l(D.

Dans cette analyse, 81 individus appartenant apmotype R ont été étudiés, contre 9 pour
le morphotype Rlc et seulement 6 pour le morphof§p& ces spécimens, nous avons encore
a ajouter les 2 individus au morphotype intermédide la Seine. De facon tout a fait
remarquable, on observe que tous les individus ni@me morphotype présentent
exactement les mémes alleles et ce pour tousdesdaosidérés (Tableau 12). Plus
précisément, les 81 individus du morphotype R vedar8 populations européennes
différentes, a I'exception d’un potentiel hybrid@if plus loin), partagent exactement le
méme génotype (et haplotype — voir sections 33L2tle ce chapitre). Ceci constitue un
résultat remarquable et mérite d’étre soulignérd3altat est également obtenu au sein du
morphotype S et RIc quoique I'échantillonnage &streint a une seule population pour
chacun de ces morphotypes.

L’analyse microsatellite nous a permis de mettré\ddence certaines exceptions a
I'observation générale énoncée ci-dessus (Tabl2au 1

Tout d’abord, nous avons observé des disjonctiamat€riel génétique nucléaire-
morphotype/ matériel génétique mitochondrial » (€ab 12). L'individu Dbl du
morphotype R du Doubs présente un haplotype mitodfia Rlc, quel que soit le géne
mitochondrial considéré, mais un génotype et urpimatlype caractéristiques de la forme R.
L’individu Gard 2 (Marescaux 2010, mémoire), quamti, montre un haplotype
mitochondrial R, quel que soit le gene mitochordrigsidéré, mais un morphotype et des
marqueurs nucléaires de la forme Ric (Tableau 12).

Ensuite, étudier les microsatellites nous permatetigent de mettre en évidence de possibles
hybrides entre formes européennes différentesinddgdus de la Seine présentant un
morphotype intermédiaire et un haplotype semblaldelui de la forme S se caractérisent par
des alléles nucléaires a la fois de la forme Redadorme S (Tableau 12, Figures 19 et 20),
ces derniers étant majoritaires. De facon tresesgante, I'individu Uk3 de Grande-Bretagne
présente un haplotype mitochondrial (COI et Cyid)a forme R ainsi qu’'un morphotype R,
mais est caractérisé par des marqueurs nuclédadsia de la forme S et de la forme R,
ceux-ci étant les plus nombreux (Tableau 12, FgydBeet 20).

De plus, un individu du morphotype R du Doubs (Dé@)nt totalement identique aux autres
corbicules de cette population présente un haptotyipochondrial RIc et un génotype
également caractéristique de la forme RIc.

Afin de visualiser nos résultats microsatellitesysavons réalisé une analyse factorielle des

correspondances (AFC). Celle-ci permet la détertiminale la dépendance entre les variables

alleles et formes. Cette analyse (Figure 20) cordigue les hybrides Uk3 (Royaume-Uni),

S1 et S2 (Seine) sont intermédiaires aux formesR Bk3 étant plus proche de la forme R
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contrairement a S1 et S2 qui sont plus prochea @tamne S. Grace a cette analyse, nous
pouvons trés vite constater ce que nous voyioresldég d’'une premiére lecture des résultats.
Certains alléles sont communs a tous les indivillg&agit de ceux situés au centre du plan et
regroupé dans la lettre B (L311-CIB11, L274-CID1239-CIB03, L175-CIC01). Nous
remarquons aussi que certains alleles ne soniggartpue par deux formes (L213-CIEO1,
représenté par la lettre A ; L112-CIA02, représgatéle lettre C...). Finalement, certains
alleles permettent de discriminer les 3 formes géeanes puisqu’on ne les trouve que chez
une d’entre elles (Figure 20, alléles représeraésips chiffres).

Nous pouvons également confirmer ce qui avait é&drouvé grace a nos analyses
phylogénétiques et de morphologie de sperme :dpslptions deCorbiculaayant envahi
I'Europe semblent clonales (androgénétiques). at,efans clonalité, le nuage de point du
plan factoriel serait bien plus riche en pointsat&cet homogene. En effet, on peut penser que
s'ils étaient sexués, presque tous les 98 indivédudiés ici seraient génétiguement différents
et donc seraient représentés par un point difféqenke plan. De plus, le nombre de variables
« alleles » serait beaucoup plus important, étanhéd la diversité génétique dans les
populations sexuées. Or, nous observons une situddins laquelle tous les individus se
groupent en cing variables (3 formes et 2 hybriges)u certains alleles sont représentés par
le méme point (Annexe 15). La dépendance entred@inalleles est, de plus, importante au
regard de la proximité des points sur le plan faeko

Enfin, trois alleles sont visibles pour les fornfest S respectivement pour les loci CIA03 et
CIC08. Ceci suggere une possible triploidie, vaime ploidie supérieure, au sein de ces
formes.

4. CARYOTYPAGE

Cette expérience fut assez peu concluante et ritecessore quelques mises au point. En
effet, sur 87 lames étudiées, nous n’avons obspreé plaques métaphasiques exploitables
(Figure 21). De maniére générale, il y a tres pepldques métaphasiques par rapport au
nombre de noyaux visibles. Ces plaques, si ellesm@sentes, sont abimées ou montrent des
chromosomes superposeés et donc difficilement cdrtgsa

Deux des métaphases exploitables comptait 24 clsomes, deux autres 34, une 35 et la
derniere dénombrait 52 chromosomes (Figure 21).

Néanmoins, étant donné que le nombre haploide mhe §orbiculasemble étre de 18, le
nombre de 24 chromosomes observes pour certaiagsgd métaphasiques résulte
certainement d’'un mauvais étalement. Des lorsgsdak métaphases comptant 34, 35 et 52
chromosomes devraient étre prises en compte (Fdiret 22).
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1. MORPHOLOGIE

L’analyse en composantes principales de donnéeghmorétriques a déja été utilisée, au sein
du genreCorbicula pour réaliser un regroupement d’individus sekur imorphologie
(Pfenningeeet al. 2002, Pigneuet al. subm.). Néanmoins, les variables utilisées dass ce
études sont différentes des nétres. Ici, 'TACP reopgrmis de mettre en évidence différents
groupes morphologiques au sein des populationgpéanmes d€orbiculaétudiées. Dans

une ACP, I'étape de compression des variablesléesé&n variables non-corrélées implique
une perte d’information. Cette méthode n’est daa tpujours la meilleure analyse
statistique pour regrouper des individus. Cependdletprésente le grand avantage d’étre
simple et de permettre un regroupement rapide tilisamt le logarithme ou les ratios des
différentes dimensions mesurées, on limite leshdas aux différences de taille individuelle.

Notre analyse confirme que les morphotypes R enRIsont pas distinguables
morphométriguement, bien que le morphotype Rlc $eanNpir des ratios « hauteur/largeur »
et « hauteur/épaisseur » légerement différent de de morphotype R (Figure 13A, Annexe
6). Néanmoins, cette observation doit étre conéaléwvec précaution. En effet, la proportion
d’individus RIc dans cette étude est trop faiblemgmouvoir conclure a un morphotype
extréme de la forme R (12 individus du morphotyped®ntre 162 individus du morphotype
R). De plus, les biais liés a la taille individeelie peuvent pas étre complétement évités. La
distinction morphologique entre les morphotyped Rle reste principalement basée sur la
couleur de la nacre (Figure 5, Tableau 3). Les [adjoms de la Sabne morphotype S et de la
Seine forment des clusters distincts du grouped®Rbure 13B). Cette distinction est
expliquée par la présence d’individus morphologmest differents des morphotypes R/RIc
particulierement en ce qui concerne la variablerlore de stries/hauteur ». Ce résultat n’est
pas étonnant puisque les stries fines et serrélesfdene S sont une de ces principales
caractéristiques morphologiques (Tableau 3, Braa@&WVincent 2002, Pfenninget al.

2002, Marescaugt al. 2010).

Bien que toutes les populations étudiées ici,xcéption de celles de la Seine et de la Sabne
(morphotype S), contiennent des individus de len®R ou Rlc (Doubs morphotype RIc),

elles présentent toutes des différences conchalegipglus ou moins marquées. Ces variations
concernent la morphologie de la coquille, la coutaules sculptures. Cette observation
confirme la grande plasticité phénotypique obseohEz le genr€orbicula comme chez les
bivalves en général. Au sein des bivalves, cetistigité résulte sans doute d’adaptations a
différentes conditions environnementales et écqglogg (Sousat al. 2007). Ces variations
ecophénotypiques concernent aussi clairement lesnoas asiatiques du ger€erbicula

(Leeet al. 2005, Sousat al.2007, Sousat al. 2008a).

L’individu Es 19 du morphotype R se détache duteluR/RIc en raison de son faible nombre
de stries par rapport a sa taille. Bien que plasdique les autres juvéniles de cette étude
(une hauteur de 13,2 mm contre une hauteur moyd®id€,17mm), ce spécimen en présente
également des attributs tels qu’une coquille plaseet des marques mauves sur 'umbo. La
jeunesse de cet individu pourrait expliquer sompoaip« nombre de stries/hauteur » faible.
Ceci confirme que I'évaluation de I'age des palesrdsiatiques du genGmrbicula
uniquement par la taille n’est pas fiable et quéilit mieux tenir compte du nombre de stries
(McMahon 1983, McMahon & Williams 1986).
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2. MORPHOLOGIE DES SPERMATOZOIDES

Trois sortes de spermatozoides (sans flagelle, flagaiiés et biflagellés) ont été observées
dans toutes les populations étudiées, a I'exceigola population espagnole et de celle de la
Sabne morphotype R (Tableau 11). Cette absengeetdms peut étre liée a la période de
récolte des individus. En effet, si la période @eoite ne correspond pas a celle de
reproduction, aucun spermatozoide ne sera préseaitest d’autant plus vrai que la
spermatogenése ch€nrbiculaest un phénomeéne saisonnier et dépendant de fetatare

de I'eau (Kraemer & Galloway 1986).

Konishiet al.(1998) ont décrit les différents stades de larsptwgenese che&zorbicula
(spermatogonies, spermatocytes, spermatides ehafmaoides), ceux-ci étant trés distincts
morphologiquement. Les spermatides moyennes peutraorrespondre a ce que nous avons
décrit comme spermatozoide sans flagelle alordaguspermatides tardives pourraient étre
les spermatozoides monoflagellés. En effet, sedsraateurs, les spermatides ont une téte
allongée comme les spermatozoides matures et tdawarderniére phase de développement,
le premier flagelle apparait et commence a croieeque nous avons considéreé étre des
spermatozoides avec un trés petit flagelle poudamit étre des spermatides avec un premier
flagelle en croissance. Les spermatozoides bifiegyglie nous avons observés possedent une
téte allongée et deux flagelles approximativemehfd@s aussi long que la téte. lls
correspondent aux spermatozoides matures telségpusdoar Konishet al. (1998). Nous
sommes conscients que les manipulations appliqp@esdégrader les tissus et collecter les
spermatozoides peuvent avoir causé des cassuflagele. Cependant, si cela expliquait
I'observation des différents types de spermatozaides aurions trouvé plus de morphologie
de gametes males différentes, telles que des spmroides avec deux flagelles courts ou
avec des flagelles de longueur différentes. Undehistologique détaillée de la
spermatogenése ch€nrbiculapeut nous aider a résoudre ce probléeme et détermsiiles
spermatozoides de palourdes asiatiques sont debiflaigellés. En effet, les spermatozoides
biflagellés peuvent résulter de la fusion de deametes différents (Dallat al. 2001).
Cependant, le pairing ne semble pas étre I'origegespermatozoides biflagellés chez
Corbicula Si tel était le cas, les spermatozoides préss@atdrprobablement deux acrosomes
et deux noyaux, ce qui n’est pas le cas chez lesifues asiatiques (Figure 23, Konighial.
1998). De plus, un seul pronucléus male est obderséle la fécondation (Komaat al.

1997). Il serait également intéressant de ne @cqite des spermatozoides matures en
induisant la fraie. Ceci est possible par une augation de la température (Komagtial.

2000).

Dans le genr€orbicula la morphologie des spermatozoides semble égalienode de
reproduction. Les espéces gonochoriques avec pneduction sexuée montrent des
spermatozoides monoflagellés tandis que les ingsvachdrogénétiques et hermaphrodites en
présentent des biflagellés (Komaru & Konishi 19%8).plus, la quantité relative d’ADN
contenu dans le noyau de spermatozoides biflagedtédentique a celle des cellules
somatiques (Komaret al. 1997, Komaru & Konishi 1999, Park & Chung 2004\ gein des
Bivalves, les spermatozoides biflagellés sont wsscaux corbiculidés androgénétiques
(Byrneet al. 2000, Kraemer 1983, Komaru & Konishi 1996). Lewrphologie est modifiée
par rapport au type de spermatozoide décrit poplulgart des bivalves. Ce dernier est
monoflagellé et considéré comme ancestral et gfirdibrmis le second flagelle, les
modifications sont une téte allongée et une stradilée le long des flagelles (Komaru &
Konishi 1996), qui n'a pas pu étre observée datie éeude. Ces modifications pourraient
augmenter I'efficacité de flagellation et la péaétn dans les oocytes.
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Mais ces changements morphologigues semblent $@ti@iassociés au mode de
reproduction spécialisé qu’est 'androgenese. Eat,edu sein du genkgorbicula on n'a
jusqu’a présent observé des spermatozoides biftagmlie chez les palourdes
androgénétiques (Komaru & Konishi 1996). Néanmdesmeécanismes évolutifs sous-
jacents a I'apparition de ces spermatozoides @selighées androgénétiques restent
inconnus.

La présence de spermatozoides biflagellés, mémquipseuns, dans toutes les populations
européennes de palourdes asiatiques étudiées suggelandrogenese est leur mode de
reproduction. Une étude précédente (Marescaux 20&Moire) a noté la présence de
spermatozoides biflagellés chez les trois morplestymncais étudiés R, Rlc et S.

Finalement, nous avons observé des juvéniles, iparfesurant moins de 10mm, présentant
des spermatozoides. Cette observation confirmetarité sexuelle tres précoce chez
Corbicula

3. ANALYSES GENETIQUES

Quel que soit le géne considére, nos haplotypeaenutrois lignées mitochondriales
phylogénétiquement distinctes (Figures 15 et 1&)f 8e rares exceptions au sein de chacune
de ces lignées, tous les individus de toutes lpsilptions étudiées sont identiques pour le
géne envisagé et appartiennent a un morphotypedddluus nous devons d’insister sur ce
résultat marquant: en Europe, on n'observe pasdation génétique au sein d’'un
morphotype donné correspondant a une lignée mitabfade particuliere. Par exemple, tous
les individus du morphotype R possédent le mémétygge mitochondrial qui est
exclusivement associé a ce morphotype R, cettendigmn étant vrai pour les autres formes
européennes. Ce manque de variation génétiqued®jaiété constaté auparavant (Remrard
al. (2000), Marescaux 2010, Pigneatral. subm.). Au contraire, Pfenningetr al. (2002) ont
trouvé 43 haplotypes COI différents pour 61 indigdNéanmoins, Pigneaet al. subm.,

aprés avoir aligné leurs séquences avec celleset@iRgeret al. (2002) montrent que ces
dernieres présentaient de nombreuses ambiguitisnnent au niveau de leur contenu en
bases indéterminées (N). Ce manque de variatigeiaud'une ligné€orbiculaa également
été observé chez les formes invasives américagigpdttrawaret al. 2000, Leeet al. 2005).

On observe aussi une forte similitude de séquesrties les différents haplotypes européens.
Cette faible diversité mitochondriale suggere gegtoois formes ont divergé récemment, ce
que nous avons confirmé en appliquant le princgg&hbrloge moléculaire a la phylogénie
basée sur le gene COI. Renatdl. 2000 avaient déja obtenu des dates de divergenice e
les formes européennes similaires aux notres. Giatiitude de séquences peut étre
géneéralisée a toutes les formegebiculadulgaquicoles, ce qui justifie les faibles valeurs
de bootstrap obtenues en construisant la phylogépétir de COI (Figure 17).

Notre laboratoire a été un des premiers a sequéngene du Cytochrome b @Garbicula
Yamadaet al.2010 ont également utilisé les séquences du géne @yur étudier les

relations entr&. flumineaetC. leanaau Japon. Ces auteurs montrent que ces palourdes qu
avaient été décrites comme des especes différdai@es leur phénotype ne sont en fait pas
distinguables du point de vue génétique. Cetteedjiette donc un doute supplémentaire sur la
taxonomie du genr€orbiculaet confirme qu’une classification de ce genre uaigent

basée sur la morphologie est totalement biaisée.
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Notre analyse des séquences du gene mitochongtial @us permet de confirmer ce qui
avait été auparavant démontré pour le gene CQirélsence de seulement trois haplotypes
distincts en Europe (Renaetlal. 2000, Marescaux 2010, Pigneatral. subm.) ainsi que la
dominance de la forme R (Pfenninggral. 2002, Marescaugt al. 2010, Pigneuet al.

subm.). Néanmoins, selon le géne envisagé, laoelantre ces trois lignées differe
légerement. En effet, si on considére le géne Chgt torme RIc est la plus proche de la forme
R, alors gu’elle est plus proche de la forme Srsk@hylogénie par COIl. Ceci pourrait étre
da a des différences dans les processus de stibstsynonymes et non-synonymes) entre
les deux genes. Pesdtal.(1999) ont mis en évidence une grande varialii®taux de
mutations entre divers genes mitochondriaux chemi@mmiféres. D’apres leurs résultats, il
semble que le taux de substitutions non-synonymiesedui qui differe le plus entre les
genes, les génes cytochrome oxydase étant ceuxagwdé moins rapidement. Néanmoins, il
faut remarquer que le nceud liant les formes R& @déns la phylogénie basée sur COI n’est
pas supporté par de hautes valeurs de bootstrap.

Pour la phylogénie COI, nous avons inclus des sémpsedu géne COI deorbiculaobtenues
via la base de données GenBank (Annexe 11) ddnd e caractériser les relations entre les
différents haplotypes rencontrés dans le monddafn tres intéressante, nous avons pu
constater que les mémes haplotypes sont trouvEsirape et en Amérique, dans l'aire
d’invasion, ainsi gu’en Asie, dans l'aire d’origide genreCorbicula Ceci avait déja été, en
partie, révelé par de précédentes études (Sidpaitret al. 2000, Hedtket al. 2008).

La forme R, semble étre la lignée la plus commam&urope. En effet, nous observons une
beaucoup plus grande fréquence de I'haplotyped& morphotype (74% des individus
étudiés genétiquement). De fagcon remarquableyiadd\, parfaitement identique du point de
vue mitochondrial a la forme R, est prédominantdesgontinent ameéricain (Lest al. 2005).
Cela pourrait étre d0 a une plus grande capadidaghtation écophysiologique de cette lignée
qui a envahi ’Amérique du Nord et 'Europe et geut atteindre des densités tres élevées a
certains endroits (jusqu’a 10.000 individus/m? @é# & Boltoskoy 1999)). La forme R
pourrait probablement étre la premiere a avoir Bnkaurope. Une précédente étude de
Marescauxet al.(2010) a étudié le genfeorbiculadans tous les bassins hydrographiques
francais et également constaté que la forme Rlétpltis courante ainsi que la plus largement
distribuée, alors que les autres formes étaiembragnées en des lieux bien délimités.

Par ailleurs, les haplotypes R (H1') et Rlc (HZpsblent tres proches ou identiques, d’'un
point de vue génétique, a des formes retrouveédsien(Park & Kim 2003) et en Amérique
(Siripattrawaret al. 2000, Hedtket al. 2008) (Figure 17). Ceci suggere que certainesderm
asiatiques natives ont été capables d’envahir I'Aaquié et puis I'Europe et s’y développer
soit en raison d’une plus grande tolérance écolmgay parce qu’elles étaient originellement
établies dans des zones favorisant I'apparitiosgees invasives : cours d’eau ou le trafic
fluvial est intense, lieux condensant des actiiitémaines... La forme S européenne
similaire a la forme C américaine ne rencontre aaaorrespondance en Extréme Orient
(Park & Kim 2003). Cette forme européenne S pourm@anmoins partager I'haplotype
mitochondrial d’'une espéce native d’Afrique, d’Asintrale et du Moyen-Orient, régions qui
n'ont pas été étudiées dans ce mémoire.

Les formes américaines et européennes partagdetéayd diverses propriétés biologiques
telles que des spermatozoides biflagellés et ussile triploidie (Tableau 8, Lext al. 2005,
Hedtkeet al. 2008, Skuza&t al.2008). Tous ces résultats coincident avec I'hygsdtselon
laquelle le genr€orbiculaserait arrivé en Europe par les eaux de ballashaiEsaux en
provenance des Amériques (Bachmann 1997, Renatd2600). Cependant, il faut signaler
gu'il n’y a pas de reflet phénotypique particuliker cette proximité entre les formes
européennes et américaines, sauf pour les fornetdRA
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Notre phylogénie construite a partir du géne COmme le réseau d’haplotypes, ne montre
aucun regroupement géographique au sein de @arlecula Ceci refléte la distribution
cosmopolite du genre (Pigneatral. subm.). Cependant, soulignons que les clades\asser
semblent clairement correspondre a des préférénmdagiques différentes, les formes
estuariennes divergeant des formes dul¢aquicOlgaponicaest la seule espéce d’eau
saumatre représentée ici, mais I'espece chir@igkiminalis distincte deC. fluminalistelle
que décrite en Europe, est l'autre représentamiicde ce groupe (Park & Kim 2003).
Toutefois, Korniushin 2004 suggere que ces deupmé@mtions pourraient étre synonymes
et décrire la méme espéce.

Au sein du clade d’eau douce, les formes exclusargnacustres forment un groupe bien
distinct. En effet, les corbicules indonésiennadiesivement lacustres§;. anomioidesC.
matannensisC. loehensigt C.possoensjgorment un groupe monophylétique av&c

sandaj une espéece endémique du lac Biwa au Japon (@lchitiet al. 2003). La répartition
des corbicules indonésiennes et des autres cleagsd 17) suggerent que la diversité de
séquences au sein du ge@arbiculaest liée a I'écologie et non a la géographie omade

de reproduction. En effet, ces especes indonésgmésentent une reproduction particuliere :
elles sont sexuées mais incubent leurs larves (@ahtet al. 2003). Néanmoinsg.
javanicaetC. subplanatad’autres représentantes de ces especes sexel@esypent avec
des formes androgénétiques, respectivement dahsster de la forme R et celui de la forme
Rlc (Figure 17). Par contre, ces espéces ne sergtpatement lacustres et peuvent vivre
aussi bien dans des lacs que dans des cours d@ame leurs consoeurs européennes et
ameéricaines (Glaubrecht al. 2003). De plusC. sandaiest le seul représentant connu des
palourdes asiatiqgues sexuées d’eau douce ne mbpasd’incubation. Néanmoins, elle est
phylogénétiquement trés proche d’espéces ayantypneduction différente mais vivant dans
des milieux identiques.

Enfin, notre phylogénie démontre clairement quediagenese est apparue indépendamment
au sein de chacun des trois principaux clades duicales non lacustres. Ce mode de
reproduction au sein du ger€erbiculaest donc polyphylétique. Ceci confirme ce qui awvai
été observé auparavant par Hedtkal. 2008.

Le clade d’eau douce inclut donc des lignées sexeeandrogénétiques. Les lignées sexuées
sont restreintes a la distribution native alors lggeformes androgénétiques se sont dispersées
avec succes depuis leur aire d’origine en EuropenetAmériques. De plus, on constate que
seule une faible fraction de la diversité génétigiesente en Asie est retrouvée dans l'aire
d’invasion. Ceci indique que I'androgenése pounaiic favoriser l'invasion (Pigneet al.
subm.).

Bien que les loci d’ADN mitochondrial soient soutetilisés lors d’études phylogénétiques,
seuls, ils ne sont pas pertinents pour I'étude @'espece androgénétique confhmebicula

en raison des possibles mismatchs ADN mitochor&idl nucléaire (voir chapitre 1,

section 3.6). Afin d’éclaircir les relations phykggtiques entre les palourdes asiatiques du
genreCorbicula il est impératif d'également sélectionner desquaurs nucléaires. Nous
avons opté pour les microsatellites en raison desbneux avantages qu’ils présentent:
codominance, neutralité face a la sélection, gmotgmorphisme, facilité de détection (Reece
et al.2004).
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Les microsatellites ont été beaucoup utilisés audes bivalves (Biernet al. 1998, Geistt

al. 2003, Reecet al.2004, Zhanget al. 2005) et méme chez des bivalves invasifs d’eau
douce comme la moule quaggeeissena rostriformigTherriaultet al. 2005). Néanmoins,
notre laboratoire est le premier a avoir dévelaggs® marqueurs microsatellites sur les
palourdes du geni@orbicula(Pigneuret al. subm.) Auparavant, leur génome nucléaire avait
été caractérisé par des genes nucléaires mulies@p8S et ITS-1) ainsi que du typage
d’allozymes (Renardt al. 2000, Parlet al. 2002, Pfenningegt al. 2002, Leeet al. 2005,
Hedtkeet al. 2008)

Nos analyses des marqueurs nucléaires confirm@mésznce de trois lignées de palourdes
asiatiques en Europe, déja constatée grace allagémye mitochondriale. On constate,
étonnamment, qu’au sein d’'une méme forme, absolutoas les individus présentent
exactement les mémes alleles. Pour simplifier, lesigndividus appartenant a une méme
lignée nucléaire (génotype) sont des clones pasfetiacun étant associé a un haplotype
mitochondrial particulier. Ceci indique une absedealivergence génétique entre les
populations européennes @erbiculaappartenant a la méme forme, qui pourrait étre mis
relation avec le mode de reproduction de ces anirtRigneuret al in press). Par ailleurs,
cette surprenante identité de marqueur n’est patk aux seules formes européennes. En
effet, les dix marqueurs microsatellites utilisésslcette étude permettent également la
discrimination des formes américaines. On conspaéeles individus de la forme A
americaine présentent exactement les mémes aligédeseux de la forme R européennes
(Pigneuret al.in press). Toutefois, cette observation doit étmefirmée sur un plus grand
nombre d’individus américains mais semble, d’otedéga, parfaitement confirmer les
résultats obtenus pour le génome mitochondrialufieig. 7) et semble suggérer que le méme
clone invasif se retrouve en Ameérique et en Eu(®gneuret al.in press). Par contre, les
formes B américaines et RIc européennes, dontapetypes ne different que d’'une paire de
bases, ont des génotypes ainsi que des morphdtgsedifferents (Pignewat al.in press).
Des lors, Pigneuet al. subm. suggérent que ces formes pourraient pafeagegme ADN
mitochondrial a cause de I'androgenese et du pimrasi des ceufs mais descendraient de
lignées paternelles différentes.

De tels cas étonnants de non variabilité des margqueicrosatellites ont été observés chez
certaines autres espéeces. Chez le puceron du mphys gossypiiau sein d'une méme
classe génotypique, tous les individus présentadtement les mémes marqueurs
microsatellites (Fulleet al. 1999). Schildeet al. (1999) ont constaté le méme phénomeéne
chez la fourmPlatythyrea punctataNéanmoins, méme si plusieurs populations ont été
étudiées pour les deux especes précédentes,riautisin géographique investiguée était
assez reduite. Elle comprenait uniquement le Sud Beance dans le casAd’'gossypiiune
partie des Caraibes et la Floride dans le ca& geinctataDe ce fait, on ne peut pas décrire
d’espéece animale chez qui I'absence de diversitétggue est si abondamment et largement
distribuée (Europe, Amérique, Asie ?) que danetegCorbicula De maniére également
intéressante, la majorité des escargots d’eau diri€especdelanoides tuberculata
présentant un morphotype donné ont le méme gén@Bguadet al. 1999). Ceci est une
situation similaire a celle des palourdes asiasqliegenréorbicula dans laquelle un
morphotype est associé a un génotype particutias, fes individus étant des clones parfaits
au sein d’'un méme groupe (sauf exceptions, vos [aun). Il est important de souligner que,
comme les corbicules, tous les animaux précédemaitéstse reproduisent en partie de
facon unisexuée. A c6té d’'une reproduction sexoé@etpelle, ils sont tous capables de
parthénogenéese. Ce qui renforce encore le liee egproduction non sexuée et uniformité
génétique.

Les marqueurs microsatellites utilisés dans cétigecont été développés sur la forme R
(Pigneuret al.in press). On constate toutefois qu’ils peuverd &mplifiés et exploités chez
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les autres formes européennes Ric et S. Ceci mnlaffaible diversité génétique entre ces
lignées et I'hypothese selon laquelle elles autaierergé récemment.

Les microsatellites sont des marqueurs fréquemmotéisies pour étudier la structure
génétique d’'une population (Balloux & Lugon-Mouft002). Ces études de la génétique des
populations permettent de caractériser I'évolutiame population, par exemple de
déterminer la migration ou encore le niveau de aongginité au sein de cette population. Des
logiciels, tels qu’Arlequin (Excoffieet al. 2005) et GENETIX 4.05 (Belkhit al. 1996-

2004) permettent de calculer les indices standdedgenétique de population. Ces logiciels
procedent, entre autres, a des F-statistiquesawai diversité génétique au sein d’'une
population (Weir & Cockerham 1984). Ces logicietsipent encore veérifier si I'équilibre de
Hardy-Weinberg est respecté au sein d’une populaBependant, au sein de chacune des
populations d€orbiculaétudiées dans ce mémoire, tous les individus gemtaexactement
les mémes alleles. Cette caractéristique vraisdadntent inhérente aux palourdes asiatiques
androgénétiques du gerterbicularend toute analyse de la génétique des populations
inutile. La seule analyse a laguelle nous pouvaosguler est I'évaluation des distances
génétiques entre ces populations (Annexe 16).

L’analyse microsatellite nous a également permisdtre en évidence des phénomenes de
mismatch cytonucléaire (Hedtke & Hilis 2011). Efegfl'individu Dbl du Doubs présente

un haplotype mitochondrial Ric, un génotype R emarphotype R, tandis qu’on observe le
contraire pour I'individu Gard ZZhez les formes américaines, de telles disjoncongté
observées entre les formes A et B (ktal. 2005, Hedtkest al. 2008) ainsi gu’entres les
formes C et B (Leet al.2005). En Europe, un tel phénomene a égalemenbétrvé entre

les formes R et S vivant en sympatrie dans le RPi@nningeret al. 2002) ainsi qu’entre ces
mémes formes dans la Seine et dans la Meuse (Pighalusubm.). C’est donc la premiere
fois ici gu’on observe une disjonction génome naiceégénome mitochondrial entre les
formes R et Rlc. Dans la riviere Doubs, ces formiesnt en sympatrie, condition nécessaire
a l'apparition d’une disjonction. Ces disjoncti@mt dues au phénomene du parasitisme des
ceufs: le sperme androgénétique a la capacité dsifgarles oocytes d’especes ou de formes
proches pour profiter des nutriments maternelseaudtant capable d’en expulser le génome
nucléaire. La femelle de l'autre espéce sert alermere porteuse, comme c’est le cas chez
les phasmes du gerBacillus (Grebelnyi 2009). Entre formes proches, cette cédaonféere
des lors a celles qui sont androgénétiques un agartar rapport a celles qui sont sexuées.
Au vu des mismatchs cytonucléaires décrits audeigenreCorbicula on peut suggérer que
le phénoméne de capture d’ceuf se produit entregdatmes vivant en sympatrie et n’est pas
limité a certaines formes particuliéres.

Chez un genre androgénétique con®oebiculaou des mismatchs cytonucléaires (Hedtke &
Hillis 2011) apparaissent, il est impératif de camelb des données mitochondriales et
nucléaires afin de discriminer les individus. L’ARGuUs a permis de trouver certains alléles
discriminants (Figure 20). Néanmoins, le génotypesjecolteux et prend du temps. Comme
solution a ces inconveénients, Pigneual.in press ont montré qu’une simple visualisation su
gel de I'amplification du locus CIC08 permet ddd@liéncier les génotypes des différentes
formes européennes ainsi que la forme B améric@iete visualisation sur gel doit toutefois
étre couplée avec une analyse traditionnelle deletypes mitochondriaux afin de mettre en
évidence les mismatchs noyau/mitochondrie.

Si on se penche sur I'hétérozygotie des populattudiées, on constate que, pour les loci

envisagés, les formes R et S (respectivement &/1/L & loci hétérozygotes) semblent plus

hétérozygotes que la forme RIc (4/11 loci hétéropss). Ceci pourrait expliquer pourquoi

ces deux premieres formes sont les plus réparatuBsirope. En effet, I’hétérozygotie au

sein de ce genre se reproduisant par reprodudboale serait, avec de potentielles

hybridations et captures partielles de génome @rmpitre 5, section 3.3), la seule variabilité
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génétique. Cela permettrait également de masgsi@tlédes récessifs délétéres. Néanmoins,
on ne peut tirer de telles conclusions étant déet@s faible nombre de marqueurs analysés
a I'échelle du génome. De plus, certains n'ontgga@samplifiés ou ont donné des résultats
ambigus chez certains individus notamment ceuxeptéat une disjonction (Tableau 12). Il
serait cependant intéressant de comparer I'hétgotieydes palourdes asiatiques asexuées
avec celle des sexueées. En effet, on s’attend éradrsune augmentation de I’hétérozygotie
dans les lignées asexuées. Cette plus grande yggétie a deux raisons principales. Tout
d’abord, une hétérozygotie importante peut survanes lignées asexuées proviennent de
I'hybridation de deux especes relativement différées. Ensuite, I'effet de la divergence
mutationnelle est unanimement reconnu. Au seirligeées asexueées, les deux ou plusieurs
alleles d’'un méme locus évoluent indépendammeat@imulent des mutations différentes
au cours du temps. Les microsatellites, en paigicudnt un haut taux de mutation (Birky
1996). D’aprés Birky (1996), la divergence entseddférents alléles d’un locus permet
d’estimer I'age des lignées asexuées.

Tous les individus de la Seine étudiés ici monttanphénotype trés atypique mixant des
propriétés morphologiques des deux formes R e&nhioins, ces individus ont exactement
les mémes séquences des genes mitochondriaux & S. Sur base de notre analyse
génétique se basant sur les genes mitochondriasxndividus de la Seine appartiennent a la
lignée de la forme S, mais pas du point de vue haggique ni du point de vue des
marqueurs nucléaires. lls montrent, en effet, tiekea a la fois de la forme R et de la forme
S. Comme cité dans la section précédente, darenke@orbicula des mismatchs
morphotype/génome mitochondrial avaient déja étéitdgLeeet al. 2005, Hedtkeet al.

2008, Pigneuet al.subm.), ceux-ci correspondent aux disjonctionsedatmatériel

génétique nucléaire et le matériel génétique maondhal que nous avons observées. Dans
les études précédentes, des individus ayant lehntyjpe d’'une forme présentaient
I'haplotype mitochondrial d’'une autre forme maisroobservait jamais de morphotype
intermédiaire entre deux formes. Seuls Pfenniegeat. (2002) ont observé un phénomeéne
similaire au nétre. Sur un certain troncon du Rhirles formes R et S vivent en sympatrie,
les auteurs ont trouvé des individus du morphoBjpdu morphotype S, mais également des
individus présentant un morphotype intermédiaisices individus sont groupés en
seulement deux clades d’haplotypes mitochondribux associé au morphotype R et I'autre
au morphotype S. Par contre, ces individus sonigse en trois génotypes, chacun
correspondant a un morphotype particulier (Pferariegal. 2002).

Nos individus de la Seine présentent un génotydannées alleles des formes R et S. De
plus, l'individu Uk3 du Royaume-Uni, bien que d’phénotype et d’'un haplotype
mitochondrial complétement similaires a ceux d®tene R, présente des alléles nucléaires
mixtes entre les formes R et S.

Ces génotypes intermédiaires peuvent étre le e¢gliline hybridation entre les deux formes.
L’hybridation peut paraitre improbable chez cesvilis trés certainement androgénétiques.
En effet, lors de 'androgenése, le génome matasteioujours expulsé. Néanmoins, Komaru
et al. 2006 ont observeé chez de rares individu€déumineades fécondations tout a fait
semblables a celle des especes sexuées. Dans tefoasau méiotique a la méme
orientation que lors d’une reproduction sexuéauierévient I'expulsion du matériel
génétique maternel. Les pronuclei méle et femelfd donc formés. Cette fécondation
aberrante pour I'androgenese pourrait contribdamaaintenance de la lignée maternelle
(Komaruet al. 2006). De plus, Hedtket al. (2008) ont décrit des phénomeénes de parasitisme
des ceufs et de capture partielle du génome matersale 'androgenése. S'il y a
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effectivement une extrusion incompléte accidenliggénome maternel aprés fécondation
d’un ovule par un spermatozoide androgénétiqueedautre forme d€orbicula on
assisterait a une capture partielle du génome aieléhaternel, la descendance héritant
d’ADN nucléaire des deux parents.

Dans ces deux cas, il serait intéressant d’invastita ploidie de ces individus hybrides et de
la comparer avec celle des individus de chacuriateses concernées vivant dans la méme
population. En effet, I'hybridation comme I'extrosi partielle du génome maternel
causeraient une élévation de la ploidie (Koneral. 2006, Hedtkeet al. 2008). De fait, par
rapport a la situation normale dans I'androgenésejndividus hériteraient de chromosomes
supplémentaires.

Les deux phénomenes d’hybridation, bien que ratedtkeet al. 2008), sont possibles pour
les individus intermédiaires de la Seine, puisg@seférmes R et S y vivent en sympatrie
(Marescawset al.2010), condition préalable a I'hybridation comnueparasitisme des ceufs.
Cependant, en Grande-Bretagne, seule la forme iRaléommeC. flumineasemble avoir

été répertoriée (Elliott & zu Ermgassen 2008) atpréJk3 possede des alleles des formes R
et S. Il faudrait donc investiguer la distributidn genreCorbiculaen Grande-Bretagne. On
peut, en effet, exclure des erreurs d’analyse gualit le pattern génétique de cet individu.
Tant du point de vue mitochondrial que du pointde nucléaire, Uk3 a été analysé deux fois
en obtenant toujours le méme résultat. Néanmomaggeut pas rejeter I'hypothese d’'une
potentielle contamination lors de I'extraction d’Ade cet individu. Il faudrait des lors
analyser de nouveau cet individu aprés une nouggthaction.

De facon intéressante, le phénotype de I'individ3 de permet pas de prédire une
potentielle hybridation. Ce spécimen semble, egt.effkxactement pareil aux autres
représentants du morphotype R. On pourrait pafigtddation cryptique (Pfenninget al
2002).

Les différents « hybrides » de cette étude montteathaplotypes de formes différentes,
I'haplotype S pour les intermédiaires de la Seiréhaplotype R pour Uk3. Ceci indique que
chacune de ces formes peut servir de femelle pégeasi

L’hybridation est rendue possible par la faiblesigence génétique entre les trois formes
européennes. Des lors, Pignetal. subm. suggerent qu&rbiculaen Europe peut étre
considéré comme un complexe d’espéces polymorpluigomprenant trois groupes distincts.

4. PLOIDIE

Les individus polyploides sont couramment idergifidr comptage des chromosomes et/ou
en guantifiant leur contenu en ADN. Le caryotypdgeytométrie de flux ainsi que le
densitométrie Feulgen sont largement utilisés dasduts. L'avantage du caryotypage est
gu’il donne des informations sur la structure de®mosomes et permet de détecter de
I'aneuploidie. CheZorbicula la ploidie ou tout au moins la quantité d’ADN&alété
déterminée par plusieurs techniques différentest:d’abord, la microfluorométrie (Komaru
et al. 1997, Komaru & Konishi 1998), ensuite le caryotypéKomaruwet al. 1997, Parlet al.
2000, Pfenningeet al.2002, Leeet al.2005, Skuzat al.2009). Néanmoins, la cytométrie
de flux peut également étre envisagée comme aidgazeté fait chez divers autres bivalves
(Guo & Allen 1994, Rodriguez-Jui al. 1996).

Les résultats obtenus par caryotypage dans cetie ée permettent pas de déterminer avec
certitude la ploidie de la forme R en Meuse, falgtenétaphases exploitables. De plus, nos
résultats suggérent deux ploidies possibles : ttplaidie et de la diploidie (Figure 22).
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Komaru & Konishi 1999 ont obtenu des résultats lsimés chezC. flumineadans le fleuve
Keelung a Taiwan ou ils observent des spécimepi®ities et diploides (Tableau 7). En
comparaison, Pfenninget al.(2002) ont trouvé dans le Rhin des individus detme R
diploides. Toutefois, on rencontre en Europe désupdes triploides de la forme S en
Pologne (Skuzat al.2009). Les résultats de ce mémoire, en particldgeB alleles observés
pour le locus CIC08 dans la forme S, vont dansé@amdirection que ceux de Skuetaal.

2009. De plus, lors de I'analyse des microsatsllit®us avons constaté que le locus CIA03
présentait 3 alléles chez tous les individus derime R étudiés. Ceci est donc une indication
de triploidie. Les autres loci pourraient égalenérd triploides. En effet, le génotypage tel
qgue nous l'avons effectué ne permet pas de dénoneisralleles si ceux-ci sont similaires. En
résumée, si un organisme triploide est homozygaote lacus, nous n’'observons qu’un pic a la
taille donnée et non trois. Il parait logique d'eh&r de la polyploidie chez ces organismes a
reproduction clonale, comme I'androgenése. En d#giolyploidisation, en fournissant des
genes dupliqués, pourrait assurer la diversificatn@is aussi avoir un effet de dilution des
mutations délétéres (Comai 2005).

Les deux ploidies possibles peuvent étre expligpaete fait qu’au sein de la population de

la Meuse, tous les individus ne pourraient pasrdgsimémes nombres de chromosomes.
Cette hétérogénéité de ploidies dans une populptiorrait avoir pour cause la coexistence
de palourdes d’origines différentes ou encore lifddtion et la capture partielle du génome
maternel lors de 'androgenése, comme indiqué tassction précédente (Komaetial.

2006, Hedtkest al.2008). Les raisons qui viennent d’étre citées @oent également

expliquer des variations de ploidie au sein d’'uhvidu et étre liées a notre choix de tissu a
utiliser. Rappelons, en effet, que les larve€debiculaandrogénétique sont incubées dans
les branchies. Or, suite a une hybridation, lesiles du parent et des enfants pourraient avoir
des nombres de chromosomes différents.

Bien que notre expérience n’ait pas été concludmneste important de réaliser des
caryotypes des différentes lignées du g&uwoebicula Tout d’abord, le nombre et la
morphologie des chromosomes pourrait servir afidata taxonomie de ce genre (Skweta
al. 2009). Ensuite, mettre en évidence de la poly@aid une élévation de ploidie au sein
d’'une population permet également de confirmerdfagenese (Komaret al. 2006). Dans
cette optique, les améliorations apportées a pobicole sont pertinentes. Le principal
progres réalisé est le passage a la culture dedlul@e fait, I'index mitotique che€orbicula
est tres faible (Skuzet al.2009). Cependant, nous ne pouvions pas choisiatjser les
gonades, tissu connu pour se diviser plus, enrraleda ploidie certainement différente entre
les gamétes males et les gameétes femelles (Kom#&wongshi 1999, Komaret al 2006).
De nouvelles modifications pourraient toutefoisaecétre apportées a notre protocole
expérimental. Tout d’abord, I'ajout d’'un fongicidans le milieu protégerait mieux nos
cultures des contaminations. Ensuite, une syncsation des cultures cellulaires pourrait
augmenter la probabilité d’obtenir des cellulesreftaphase lorsqu’on leur injecte la
colchicine.
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5. ANDROGENESE

Tout au long de cette étude, nous avons accumslédiations d’une reproduction par
androgenese chez les palourdes asiatiques du @erbseeulaen Europe. Nous pouvons dés
lors conclure avec une quasi-certitude que I'aneinége est leur mode de reproduction.

Premierement, nous avons observé des spermatodiildgellés rencontrés uniguement
chez les espéces androgénétiques au sein desdes@siatiques.

Deuxiemement, les analyses génétiques révelergtiuneture polyclonale de la population de
Corbiculaen Europe, structure trés probablement lié a udengie reproduction non sexué.

Troisiemement, ces mémes analyses genétiques smévidence des phénomenes de
mismatch morphologie-génome nucléaire/génome nitadthial. De telles observations sont
révélatrices du parasitisme des ceufs chez descotebiandrogénétiques (Heddeal.

2008). Ajoutons qu’au fil de cette étude, il nogsde plus en plus apparu que le parasitisme
des ceufs cheZorbiculan’est peut-étre pas un phénomene si rare qu’ipaigit. En effet,
dans chacun des lieux étudiés pour ce mémoirefftratites formes étaient trouvées en
sympatrie, on observe une disjonction génome niel§@nome mitochondrial. Ce
parasitisme et la potentielle capture partiellegdnome maternelle qui en résulte permettrait
aux populations androgénétiques de générer dedasite genétique, étant donné que les
génomes nucléaires maternel et paternel sont reétige le génome nucléaire paternel se
retrouve associé a un nouveau génome mitochonegblus, en termes de stratégie,
parasiter 'ovule d’une autre forme permet d’écorsandes ressources allouées a la
reproduction.

Quatriemement, le caryotypage aurait égalemenbdé renseigner sur le mode de
reproduction des corbicules en Europe. Malheureasgres résultats de caryotype obtenus
dans ce mémoire ne permettent pas de renforcgrdthgse d’androgenése. Néanmoins, de la
polyploidie a déja été observée en Europe (TalBe&kuzeaet al.2009) et nous avons

observé des loci nucléaires avec trois allélegdfits.

Pour encore appuyer I'androgenese, nous devrioms pencher sur le contenu en ADN des
spermatozoides. En effet, les spermatozoides afiggtigues ont la méme quantité d’ADN
que les cellules somatiques (Komatwal. 1997, Komaru & Konishi 1999). Des études
histologiques et cytologiques de la reproductioarpent également nous aider a confirmer
ce mode de reproduction, en visualisant I'expulsiea chromosomes maternels (Kometru
al. 1998, Komaret al. 2000). De telles études nous permettraient égaledeevisualiser que
seuls les chromosomes dérivés du pronucleus masient la métaphase de la premiere
division des zygotes (Komaast al. 1998).
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6. SUPER CLONE ET
“GENERAL PURPOSE GENOTYPE”

De facon tout a fait remarquable, il apparait dagite étude que tous les individus du genre
Corbiculaen Europe ne présentent que trois génotypes. Glicaes génotypes est
logiqguement associé a un morphotype mais égalementhaplotype mitochondrial
particulier (sauf mismatch cytonucléaire et hyhtim®. Ajoutons que la forme R européenne
est absolument identique a la forme A américairmig\poouvons sans aucun doute parler de
superclones dans le cas des palourdes asiatiquaesvies en Europe et en Ameérique. Les
superclones sont des génotypes prédominants ad’saitaxon, largement distribués et
persistants dans le temps (Castaretdd. 2010). De plus, on constate que les écosystemes
dulgaquicoles américains et européens ont été enpahles corbicules androgénétiques, les
lignées sexuées semblant retreintes a leur aireyitie.

Des superclones ont également été décrits chgutzsons du genephis notamment
Aphis gossypidont on a discuté dans la section 3.2 de ce chgpitlleret al. 1999,
Vorburgeret al. 2003, Castafiedst al.2010). Ces derniers, comme nous I'avons souligné
dans la section 3.2 de ce chapitre, se reprodypsergarthénogeneése.

Comment pouvons-nous expliquer la persistancekotidance de ces superclones et lignées
asexuees ? Bien que I'asexualité apporte un ayam@mographique immédiat, on imagine
mal le maintien dans le temps de lignées asexw@aspport a leurs parents sexués. Pour
cause, les espéces sexuées auraient des avaragesgtigeables en ce qui concerne une
adaptation rapide aux changements abiotiques ttjlés de I'habitat (théorie de la reine
rouge) et aux mutations déléteres (rochet de Midient donné qu’a chaque génération, de
nouvelles combinaisons génétiques sont créés ehdigions sont aléatoirement éliminées
(Judson & Normack 1996, Vorburgetral. 2003).

Une distribution et une capacité d’invasion plusngies pourraient étre dues a une plus
grande efficacité de reproduction des lignées asesx(Man Doninckt al. 2002). De plus,

chez les asexués hermaphrodites, comme les cabiantrogénétiques, la colonisation est
favorisée par le fait qu’un seul individu pournadgtentiellement établir une nouvelle
population (McMahon 1991). En effet, ch@marbicula, I'autofécondation est possible
(Kraemeret al. 1986). Néanmoins, le succes de ces superclonéspssi s’expliquer par

leur possession d’'un génotype « tout usage »,@aneral Purpose Genotype » (GPG) (Van
Donincket al. 2002, Vrijenhoek & Parker 2009). Le terme GPGéaptbposé par Baker
(1965) pour décrire les génotypes présentant dedaolérances environnementales menant a
une distribution géographique plus étendue que dellleurs parents sexués (Vorburefesl.
2003, Vrijenhoek & Parker 2009). Ces génotypes ordsultat d’'une sélection clonale dans
des environnements temporairement variables, sagharchez les organismes asexués la
sélection agit sur des interactions épistatiqueseaud’'un génome complet et non sur des
genes individuels (Vorburget al. 2003, Vrijenhoek & Parker, 2009). Dés lors, aprés
plusieurs générations, la sélection naturelle &xaartains clones ayant une tolérance plus
élevée que la moyenne (Vrijenhoek & Parker, 2088)on White 197 Vrijenhoek &

Parker 2009, ces génotypes seraient égalementyientement plastiques phénotypiquement,
remplacant ainsi le polymorphisme génétique paradeptations physiologiques.

Ce modele de GPG est parfaitement applicable ate @mrbicula dans lequel seulement
trois clones asexués ont envahi et colonisé quasitoes les écosystemes d’eau douce en
Europe et probablement aussi en Amérique pourd’antre eux.
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1. CONCLUSION

Trois lignées ou formes de palourdes asiatiquegedueCorbicula, au sein desquelles tous
les individus sont strictement identiques du pdatue mitochondrial et nucléaire, ont
envahi 'Europe avec succes. Bien gu’elles semladppartenir a un clade différent au sein
des espéces dulcicoles, de possibles hybridatmmgjfie ces lignées peuvent étre
considérées comme appartenant a un méme complixequphique d’especes et pourraient
méme représenter une seule espéce cryptig@mdecula La grande similitude des
séquences des génes mitochondriaux et des génaotypléaires entre ces lignées
européennes indique une divergence récente, estionéme datant du Pliocéne.

Etonnamment, ces lignées européennes sont retenédsie, dans la distribution native,
ainsi qu’en Amérique, I'autre zone d’'invasion dungeCorbicula Pour I'une d’entre elle
(Forme R/A), on peut sans aucun doute parler d’'saperclone » qui aurait colonisé avec
succes la quasi-totalité de la distribution actudll genre. Ces lignées invasives largement
distribuées et ne représentant qu’une faible ptapode la diversité dans I'aire d’origine,
montrent en effet un mode de reproduction unisésagiparticulier, 'androgenése. Ceci
suggere que I'androgenése confere un avantageagdigeable sans doute grace a un
avantage reproductif et la possibilité gu’un « elgmometteur » avec des tolérances
environnementales élevées (« General Purpose Genejyapparaisse et soit maintenu.

De facon trés surprenante, ces formes européenvesivies sont toujours, sauf quelques
exceptions, une combinaison particuliere d’'un motgbe, d’un génotype et d’'un haplotype.
Malgré un morphotype propre a une forme, le g€lusbiculaest caractérisé par une grande
plasticité phénotypique. Cette diversité phénotypigt trés certainement physiologique,
servirait a compenser un extraordinaire manque\dggité génétique au sein de ces lignées.
Ce peu de diversité génétique est lié au modeptedaction des lignées européennes. De
possibles « General Purpose Genotypes » expliguedai grande plasticité phénotypique
rencontrée au sein du ger@erbiculaen Europe. En effet, ces génotypes dominants
compenseraient le peu de polymorphisme génétiquegsaadaptations physiologiques.

L’androgenese peut également contribuer aux exarept la régle suivante chez les
corbicules invasives : un morphotype particulidrtegjours associé aux mémes haplotype et
génotype particuliers. En effet, le parasitismeabess avec ou sans capture partielle du
génome maternel associe un génotype-morphotypeusvbaplotype mitochondrial différent.
Bien que ce phénoméne complique davantage la taxiersu genreéorbicula il contribue,
avec I'hybridation, a la génération de diversita@é@@ue. Le parasitisme des ceufs pourrait
eégalement favoriser I'expansion des lignées andr@tggues en leur permettant d’économiser
des ressources allouées a la reproduction.

Les formes européennes pourraient également gti@des, ce qui, dans le contexte de
I'androgenése, peut leur conférer un avantage suras leur diversification mais aussi en
diluant les mutations délétéres.

En résumé, nous pouvons affirmer que trois clomegethreCorbicula trés largement
distribués, ont envahi I'Europe. Ces clones ticartainement leur capacité d’'invasion de
leur mode particulier de reproduction, I'androgenés de leurs larges tolérances
ecologiques.
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2. PERSPECTIVES

Un des objectifs de ce mémoire était de déterm@seroutes d’invasion du gen@orbicula

en Europe. Notre étude phylogéographique ne naumsgbe€ependant pas encore d’affirmer
gue l'invasion se soit réalisée d’Asie en Europgassant par les Amériqgues comme il est
communément pensé (Bachmann 1997, Reetaadl 2000). Cette incapacité de tracer une
potentielle route d’invasion provient de la simitie génétique entre les formes européennes,
americaines et certaines formes asiatiques. De géuns la distribution native, seule la
situation en Extréme Orient est bien connue. lisn@ste encore a investiguer les populations
natives d’Afrique, d’Asie centrale et du Moyen-Qriieen se focalisant surtout sur les zones
frontalieéres entre la distribution native et I'adénvasion telles que la Turquie ou le bassin
Ponto-Caspien.

Nous avions également comme objectif de déternténgloidie du genr€orbiculaen

Europe. Au vu de précédentes études, de nos rsstdt@énotypage et de caryotypage, nous
pouvons suggérer que les palourdes asiatiquesm@pdégeraient principalement diploides ou
triploides. Néanmoins, cet aspect doit encoreggipeofondi en améliorant les techniques de
caryotypage ou en passant a d’autres techniguesiedancytométrie de flux. Déterminer la
ploidie des lignées invasives de maniére extemsius permettrait de vérifier I’hypothese
selon laquelle les especes polyploides possedetaierplus grande capacité d’invasion que
les especes diploides (Skwetaal. 2009).

D’aprés cette étude, il semble que I'androgenesanstissociable voire nécessaire au
caractére invasif des palourdes asiatiques du gaontsicula Cependant, il est possible que
certaines formes sexuées soient également invadlivasdrait des lors vérifier, a plus grande
échelle, le mode de reproduction des formes ineagimorphologie des spermatozoides,
ploidie,...). Une telle étude nous permettrait diafier ou d’infirmer I’hypothése stipulant
que I'androgenese représente un avantage en telfimeasion. Dans ce contexte, il faut
souligner qu’aucune étude n’a jamais comparé ¢geés androgénétiques avec les lignées
sexueées, au point de vue de leurs tolérances éqokxj de leur efficacité de reproduction,...
Pour l'instant, seule une possible autofécondatod a prouver que les formes unisexuées
sont mieux équipées pour étre des envahisseuca&dt. Il reste donc a analyser plus en
profondeur les populations sexuées dans leur loligtoin native et a les traquer dans les zones
envahies.

Dans l'avenir, outre approfondir I'étude des zoftestalieres entre la distribution native et
I'aire d’invasion, il serait judicieux d’investigu€androgenése dont on ne connait finalement
pas assez pour en comprendre son origine et sdutiémoau sein du geni@orbicula On

peut affirmer que ce mode de reproduction est &ssodes spermatozoides biflagellés
(Komaru & Konishi 1996), a un parasitisme d’ceufsext conséquences (Hedt&eal. 2008)
ainsi qu’a une élévation de la ploidie (Komatal. 1996, Hedtkest al. 2008). De plus, on
posséde certaines indications sur les mécanisn@®gigues de I'androgenese (Komatu

al. 2000). Neanmoins, les points développés dansalegpaphes suivants doivent encore étre
éclaircis.

Tout d’abord, ce mémoire démontre que la fécondation ovule d’'une forme
androgénétique par le spermatozoide d’'une autnesf@ndrogénétique est possible.
Toutefois, nous n'avons pu, faute d’échantillonisants, établir une fréquence
d’hybridation ni affirmer que les spermatozoidesn@ forme sont plus enclins a parasiter les
ovules d’'une autre, ou encore si des spermatozaite®genétiques sont capables de
parasiter des ovules de formes sexuées. Desllomiendrait d’analyser les génomes
nucléaires et mitochondriaux d’'un grand nombredRiftus provenant de populations ou
différentes lignées sont trouvées en sympatrienSibserve bien une forme plus encline a
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parasiter les autres, il faudra alors se penchdesipossibles molécules ou mécanismes
favorisant cette attraction. Le maintien de corleisule différentes formes dans un méme
aguarium nous permettrait d’observer la « mécaniimecouplement » de ces animaux. Il
semble cependant compliqué de faire se reprodaeg@alourdes mais surtout de maintenir
leur progéniture vivante en captivité.

Ensuite, nous pourrions confirmer I'androgenésedearétudes histologiques et cytologiques
de la fécondation, en visualisant I'expulsion demosomes maternels. De telles études
nous permettraient également de montrer que sesutshromosomes dérivés du pronucleus
male constituent la métaphase de la premiere divides zygotes.

Enfin, nous avons aussi mis en évidence la présgmepermatozoides biflagellés mais nous
sommes toujours incapables de décrire commentiisfermés. La premiére étape devrait
étre de récolter des spermatozoides qui serasamd,rail doute, des spermatozoides matures.
Pour ce faire, il suffit de provoquer la fraie pae élévation de la température. Si tous les
gametes récoltés sont biflagellés, une étude bigitple détaillée de la spermatogenése
s'imposera afin de déterminer comment apparatdersd flagelle et comment des
spermatozoides avec une ploidie similaire aux lesllsomatiques sont produits. En effet, des
précédentes études présument que les spermatobdidgslliés ne sont pas réduits. (Komaru
& Konishi 1996). Nous voudrions donc découvrir teqessus qui aboutit, a partir de cellules
souches diploides, aux spermatozoides males dislaitez les corbicules androgénétiques et
a des gameétes males haploides chez les corbi@xeses. En paralléle, il serait également
pertinent de vérifier la ploidie des spermatozofufiagellés androgénétiques en Europe ou
de telles études n’ont jamais été menées. Cecraibétre réalisé par cytométrie de flux.

Malgré un éclaircissement de la phylogéographida daxonomie et du mode reproductif du
genreCorbiculaen Europe, il reste encore beaucoup de pointsc&ddér avant que ces
animaux ne nous révelent tous leurs mysteres. Raamxi-ci, on peut citer les mécanismes
d’androgenése et comment ce mode de reproductiofiagée a long terme, les routes
d’invasion de ces palourdes, la situation dangdees de la distribution native non encore
bien étudiées,...

Parmi les perspectives citées ci-dessus, certiiné$objet d’'un nouveau projet doctoral de
notre unité de recherche.
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ANNEXES .

Annexe 1 :Origine et morphotype des populationsCiebiculaétudiées.

Neufchéatel

Pays Site Année |Echantillonneur Morphotype
Espagne Bassin du Minho - étangs de sept-09|C. Ayres R
Centeans (42°07' N 8°37W)
France Doubs juil-09]J. Mouthon R
France Doubs juil-09]J. Mouthon Rlc
France Seine avr-09)Marescaux et al. (2010) |Intermédiaire
France Sabne 2009(J. Mouthon R
France Sabne 2009]J. Mouthon S
France Vidourle 2009|P. Laforge R
Portugal Estuaire du Lima R. Sousa R
Portugal Estuaire du Minho R. Sousa R
Royaume-Uni |Fleuve New Bedford, Sutton Gault nov-09|N. Spann R
Suisse Plage de Gletterens, Lac de sept-09|N. Perrin R
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ANNEXES .

Annexe 2 Haplotype mitochondrial des populations étudiéasiarescaux

2010 (mémaoire).

Individu Haplotype
C.soml-6 H1 (R)
Mos 1-6 H1l
CNB2, CNB5, CNB6 [H1
Loil-3 H1
Chal, Cha3, Chab H1
Tar2, Tar3, Tar4 H1
Herl-3 H1
Garl-3 H1l
Gard2-3 H1
Gard5-6 H1
Gardl H2 (Rlc)
Gard4 H2




ANNEXES '

Annexe 3 Protocole du DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN).

1.

Cut tissue (up to 25 mg) into small pieces, andela 1,5 ml microcentrifuge tube.
Add 180ul Buffer ATL.

Add 20ul proteinase K. Mix by vortexing, and inctédat 56°C until completely
lysed. Vortex occasionally during incubation, caiqd in a thermomixer, in a shaking
water bath, or on a rocking platform. (Facultati@éd 411 RNase A and incubate at
room temperature for few minutes)

Vortex for 15s. Add 200ul Buffer AL to the sampléix thoroughly by vortexing.
Then add 200ul ethanol (96-100%). Mix again thohbwug

Pipet the mixture into a DNeasy Mini spin columrai@ml collection tube. Centrifuge
at=6000xg (8000rpm) for 1 min. Discard flow-throughdasollection tube.

Place the spin column in a new 2 ml collection tuked 500ul Buffer AW1.
Centrifuge for 1 min a6000xg. Discard flow-through and collection tube.

Place the spin column in a new 2 ml collection tuked 500ul Buffer AW2.
Centrifuge for 3 min at 20000xg (14000rpm). Discogv-through and collection
tube.

Transfer the spin column to a new 1,5ml or 2ml ogentrifuge tube, and add 200ul
Buffer AE for elution. Incubate for 1min at roommtperature. Centrifuge for 1min at
>6000xg.
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ANNEXES .

Annexe 4 Composition du milieu de culture.

RPMI-1640 avec phénol red

15mM HEPES

10% FCS (fetal calf serum)

2mM L-glutamine

100U/ml — 100ug/ml Pénicilline-Streptomycine
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ANNEXES ‘

Annexe 5 :Graphiques annexes a I’Analyse en Composantesipalas 1

(« nombre de stries/hauteur », « hauteur/largedrauteur/épaisseur » et
« largeur/épaisseur »). A. Graphique (histogranthes)valeurs propres, B.

Cercle des corrélations selon les composantesipaies 1 et 2 et tableau

représentant la valeur de ces corrélations.

A
S/H H/L H/E L/E
B
HL HE
SH LE
Compl Comp?2
S/H -0,7111145] 0,00584663
H/L -0,7111086| 0,68140915
H/E 0,7246018( 0,66818379
L/E 0,9624763| 0,00472358




ANNEXES ‘

Annexe 6 Résultats du Test t de Student indépendant comipgararoyenne
des variables « nombre de stries/hauteur », « hdlaegeur »,

« hauteur/épaisseur » et « largeur/épaisseur »estraorphotypes R et RIc
(analyse effectuée sur le logiciel R 2.11.0).

S/H by Forme

t=-1.3232 | df=152 | p-value=0.1878

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval: -0.24707565 0.04887302
Mean in group R 1.342525

Mean in group Rlc 1.441626

H/L by Forme

t=4.4295 | df=151 | p-value=1.803e-05

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval: 0.03946928 0.10303199

Mean in group R 0.9088460

Mean in group Rlc 0.8375954

H/E by Forme

t=3.2891 | df=151 | p-value=0.001251

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval: 0.0421415 0.1689375

Mean in group R 1.399441

Mean in group Rlc 1.293901

L/E by Forme

t=-0.0959 | df=151 | p-value=0.9237

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval: -0.08678586 0.07874863
Mean in group R 1.544427

Mean in group Rlc 1.548446
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ANNEXES ‘

Annexe 7 Graphiques annexes a I’Analyse en Composantesipalas 2

[« nombre de stries/hauteur », log(hauteur), logdar) et log(épaisseur)]. A.
Graphique (histogramme) des valeurs propres, Bl€des corrélations selon
les composantes principales 1 et 2 et tableauseptant la valeur de ces
corrélations.

15 20
|

1.0

05

S/H Log(H) Log(L) Log(E)

B
SH
Compl Comp2
S/H 0,7296221( 0,68253539
log[H] -0,9740645| 0,20042804
log[L] -0,9891891| 0,03521068
log[E] -0,9468419| 0,2829755
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ANNEXES ‘

Annexe 8 Résultats du Test t de Student indépendant comipararoyenne de
la variable « nombre de stries/hauteur » entrgriespes de morphotypes R-
Rlc et S-intermédiaires Seine (analyse effectuééedogiciel R 2.11.0).

S/H by Forme

t=-18.3406 | df=175 | p-value<2.2e-16

alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval: -1.0917212 -0.8795909

Mean in group R/RIc 1.350247

Mean in group S/Seine 2.335903




ANNEXES ‘

Annexe 9 ‘Analyses des séquences du gene mitochondrial Gyimehb (Cyt
b). A. Fragment amplifié du géne Cyt b sur gel diage, B. Alignement des
séquences des formes R, Ric et S.

-
-

(( «

}’ e e e ey [ e e e e e .f‘ [Se—y i.' -
500kb ¥ :

Sul-6 P05-10 P013-18 S1 S3 + - A

10 z0 20 40 El &0 e} ] El 100
SRR IR IR [N R ISR IR [SUPRPNY [SRUUPU (PR NUPPI SUPNIS ISP [PUNPY INRPR R [N IUUPUIPNY IURUPN ISR
Hl = ATATTAGTTGATGAATGTGGGGCGGGT TTAGAGTAGGAGATGC TACT TTAARACGGTTTTTTGTTTTTCATTTTTTAGGTCCATTTATTTTGTTCATATT

A 3 < G. .
H3 s e G i e e I &

110 1z0 130 140 150 1&0 170 1g0 150 o0

T e T 1 [ L 1 e o P [ |

R ACGTTGOAATTCATATTATATATCTTCATGARAACTGGTTCTACAAATCCATTAGGGGT TAATAGGCATCCGOAAGCAATTCCTTTTCATAGGTATTATTTA
Rle

210 Zz0 230 240 250 ZED 270 230 230 300
SRR IR IR [N R ISR IR [SUPRPNY [SRUUPU (PR NUPPI SUPNIS ISP [PUNPY INRPR R [N IUUPUIPNY IURUPN ISR
R T AR GATT TGO TAGGGAT TT T T T TAAT AR T TAGGT T TTTAT T TT T TAT TTGTTT T T TAT TACCAGATCTATTTTTAGATCCGOTGRATTTTATTCCTG

2 T

310 320 330 340 350
SR R [P IR [ R [ [N [ (PR
R COGACCCTATAAGTACACCACTACATATTCAGCCCGARTGATACTTCCTGT
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ANNEXES ‘

Annexe 10Analyses des séquences du géne mitochondrial Gyimeh
oxydase sous-unité | (COI) A. Fragment amplifiegéme COI sur gel
d’agarose, B. Alignement des séquences des formeicret S.

e - - - - - e —

0

i ' Esl-6 -Db1-6  Db21-26
500kb :

10 Z0 30 40 50 &0 70 80 30 100 110
SR R PR PR R SRR [P [P [PUNRN [SR [t (FUPUPRPNY (PUPUPIPRY [P [NRPPRPRY (NP IUUPRSIN DRSPS SUPR [PUNIPN ISP I
ATAAAGATATTGGGACTCTATATTTTCTTTTTTCTATTTGATC TGGTTTAATAGGAACTG-CTTTTA- GGGTAGTTATTCGAATGGAGCTTGCTATTCCAGGGA

1z0 130 140 150 1&0 170 180 150 200 z10 ZZ0
SR R P PP IR SRR PSP [P [PUNSRNN [PUSPU [P [FUPIPRPRY (PUPUPRPRY [P [RPUPUPRY (UUPUPINN IUUPRSIN DRSPS NP [PUNIN ISP IR
CTTTAT TAGATGAT GGG CAGC T GTATAATACTAT TGT TACT GCTCATGC T T TAGTAATAATTTTTTT TTTAGTGATGCCAATAATAATGGGTGGTTT TGGAAATTGACT

230 240 250 280 270 280 230 300 310 320 330
SR R P PP IR SRR PSP [P [PUNSRNN [PUSPU [P [FUPIPRPRY (PUPUPRPRY [P [RPUPUPRY (UUPUPINN IUUPRSIN DRSPS NP [PUNIN ISP IR
TGTTCCATTAATGTTAAGGGC TCCTGATATAGCTTTTCCACGG - TTAAATAATTTAAGATTTTGGCTTTTACCTATAGCTATGCTTTTGTTGGTTAGATCAGCTTATGTT
........................................... e

340 350 380 370 380 350 400 410 420 430 440
o O [ [ P P P O R [P |
GAGAGTGGTGCT GGGAC T GGG T GGAC TG T TTAT CC T CC T e T C T e TAGAAA TAT TG TCAT TC TGO CCCOTCAGTAGAT TTAGCTATTTTCTCTCT TCAT TTAGGGGGTAT

450 4eld 470 420 450 500 510 5z0 530 540 550

SRR [ IR PP ISR ISR [PUSIPY [PRSUPIRY [SRPRSIPRY [FUUNIRY (NP SUPUSIPN PRSI SUSIPR [SUNPR [SUPIPUUS [SUPUPUEY [PUPUPIPRY [FUUUPRPNY (PUPUPIPNY [SRSIPR [
TTCT T CAAT T T TAGC T - T AA T TAAT TT TG T TOT CACTAGAT TTTGTATGCGTCCTGGAGC TCAAAAACTAAT - - COGGACTACAATGTTTATT - TGATGTATTGTTGTA
Y R L L R R I

580 570 580 530 &00 €10 €20 &30 &40 €50 &a0
SRR R AU PPN ISR [PUNSR [PUSUY ISP [UUPIPUPNY (USSR NP USRS IPUNIPRS [DUNIPI [SUSIPRY [SUPUPIY [SUPUPIPRY [FUPUURPRY (PPN PPN [SPS IR |
ACTGGAATTTTGT TGAT TATTGCAATGCCTGTAT TAGCTGGGGC TCT TAC TATGT TAT TAAC TGATCGTAAT TTTARCACTTCATTTTTTGATCCGGTAGGCTTAGGGGA

SRR RN PSRN RO IR ISR [ [N [ [
TCCTTTGT

A-10



ANNEXES .

Annexe 11:Séquences accessibles sur GenBank du géne mitbcdOl

d’especeLorbiculaet des 2 outgroups utilisées dans cette étude.

Attribution taxonomique Location Géne Numéro d'accession
A Form USA COl AF519495
B form USA COlI AF519511
C form USA COlI AF519508
R Form Europe COl GU721082
S Form Europe COl GU721083
Rlc Form Europe COl GU721084
Corbicula sp. S Europe COlI AY097281
Corbicula sp. R Europe COl AY097275
C. leana Japon COl AF196268
C.sp China COl AF457994
C. sandai Japan COl AF196273
C. japonica Japan COl AF367441
C. australis Australia COl AF196274
C. fluminea USA COlI U47647

C. madagascariensis Madagascar COl AF196275
C. javanica Indonesia COl AF457993
C. loehensis Southeast Asia |COI AY275666
C. matannensis Southeast Asia |COI AY275665
C. anomioides Indonesia COl DQ285605
C. subplanata Indonesia COl DQ285603
C. possoensis Southeast Asia |COI AY275662
C. moltkiana Southeast Asia |COI AY275657
Neocorbiclua limosa Argentina COl AF196277
Arctica islandica Norway Cytb AF202105
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ANNEXES .

Annexe 12 Caractéristiques des séquences microsatellitegésifla PIG-tail est soulignée).

Locus | n°accession GenBank Motif répété Amorces (5'-3") M| orphotype | taille de l'alléle (bp)
ClA01 HQ121488 (gt)e F:FAM-GTTTCTTGAGGGATATGGGGTTCAG R 198
R:GCGCACGTTTTCGTGATA S
Rlc 196
CIA02 HQ121489 (tg)17 F:FAM-GTTTCTTGCTGTTTTTCTCTATTGTTGT R 110-114
R:GCTTTTCTATTTAGTGTACTCTG S 112-116
Rlc 112-116
CIAO03 HQ121490 (tg)14 F:FAM-GTTTCTTGCGAAGGAAATCTGCTA R 189-192-194
R:ACTGGAAACAGTTCTTCATTTT S
Rlc 190
CIB03 HQ121491 (ac)s(agta); | F:FAM-GTTTCTTACGATCTTCGTGTTATCAAAG R 233-239
R:TTTAGGTGTTGCTGCATGT S 233-239
Rlc 239
CiB11 HQ121492 (ca)e F:FAM-GTTTCTTCCTCTCGTCACGGGCATTT R 311
R:CTCTCCCGGCATATTTTTGT S 311-313
Rlc 311-313
Clco1 HQ121493 (at)7 F:FAM-GTTTCTTAATTCATGCAGCTCAAGG R 175-179
R:CTTGCCAACCAGAGCTTA S 173-175
Rlc 173-175
clcos HQ121494 (ct)s(ct)s | F:IFAM-GTTTCTTGCAAATCGACACAACAGA R 216-220
R:ATCGACAAAAGAGCCATT S 260-305-315
Ric 303-305
Clc12 HQ121495 (ac)7 F:FAM-GTTTCTTGCAAATCGACACAACAGA R 226
R:ATCGACAAAAGAGCCATT S 226-228
Ric 230
CID12 HQ121497 (gtgc)s F:FAM-GTTTCTTGTGCCAAATTGCGTTACT R 274-278
R:TTTTGAAGAAAAGTGTTATGTTG S 264-274
Rlc 274
CIEO1 HQ121498 (tg)s F:FAM-GTTTCTTAAAACGGGATAGTGACAGAA R 213
R:CCAGGTTTGCATTATGTTT S 209
Ric 213
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ANNEXES .

Annexe 13Exemple d’électrophérogramme des résultats mitebisas
(Individu Tar3 - loci CO1 et C08).
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ANNEXES .

Annexe 14Analyse factorielle des correspondances : tableadodnées.

L110 L112 114 L116 L173 L175 L179 L189 L190 1192 L194 L196 L198 1209 L21 3 L215 L219 L1226 L228 L230 L233 L239 L260 L264 L274 L278 L303 L3 05 L311 L313 L315

R

Ric

S
Seinel
Seine2
Uk3

O R kP OO R
O O O L Lk O
B Rk P OO R
O O O L Lk O
O R Rk B B O
R R R R R R
m O 0O O o k
m O 0O O o r
O O 0o o r o
m O 0O O o
m O 0O O o
O O 0O O r o
B Rk P OO R
Y = = =)
O O 0 O R R
m OO0 O o kB
m OO0 O o kr
N =l
Y = =l =)
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Y s =l =)
R R R R R R
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O R Rk L L O
O O 0O r O O
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ANNEXES .

Annexe 15:Analyse factorielle des correspondances : répartites modalités
sur les axes 1 et 2. Les points représentent ifiggogen abscisse) des
différentes variables (en ordonnée) sur chaquelaegsepoints parfaitement
alignés sur un axe représentent donc des varigblese superposent sur le plan
factoriel selon cet axe.
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ANNEXES ‘

Annexe 16Distances génétiques de Nei 1972 entre les diffésformes
européennes et les individus hybrides de la Seinégdogiciel GENETIX 4.05
(Belkhir et al. 1996-2004).

Rlc Seine
R 0 0,705 0,558 0,997
Rlc (9) 0,705 0 1,151 0,817
Seine (2) 0,558 1,151 0 0,245
S (6) 0,997 0,817 0,245 0
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ANNEXES ‘

Annexe 17Récapitulatif des analyses génétiques.

Individu Haplotype mitochondrial Génotype
Esl R R
° Es2 R R
% Es3 R R
2 Es4 R R
w Es5 R R
Es6 R R
Dbl Rlc R
& o2 R R
8 S Db3 Ric Ric
& 2 Db4 R R
5 Db5 R R
E  [boe R R
o Db21 Rlc Rlc
oz Db22 Rlc RIc
8 % Db23___ |RIc RIc
8 o Db24 Rlc Rlc
= Db25 Rlc Rlc
S Db26 Rlc Rlc
Sul R R
Su2 R R
& Su3 R R
a Su4 R R
Su5 R R
Su6 R R
g2 Ss1 S S-R
=i
0 S3 S SR
— Ukl R R
5 Uk2 R R
£ Uk3 R R-S
3 Uk4 R R
§ UK5 R R
Uk6 R R
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Tableau 1: Caractéristiques biologiques de quelques
importantes de bivalves dulcaquicoles (d’aprés McMa

Ludyanskiy et al. 1993, Boltovskoy et al. 1995, Ravera & Sprocati 1997, Strayer
Culver 1999, Zotin & Vladimirova 2001, Karatayev

communautés écologiquement
hon 1983, Hornbach et al. 1984,

et al. 1999, Yu &
et al. 2007b, Korniushin 2007, Sousa et al.

2008).

Famille Biomasse Durée de | Taux de Fécondité Maturité
(coquille- vie filtration (juvéniles/adulte/an) | sexuelle
masse séche (mlind *.h™
libre ; g/m?)

Unionidae 1-10 10-20 60,8 - 490 7500 — 25000 parfois | 3—4 ans

ans jusqu’a 10° mais
larves ectoparasites
obligatoires

Sphaeriidae 0.02-2 1-5ans |4-13 6-136 6 mois — 1

voire plus an

Corbiculidae 1-30 1-5ans | 374-613 En moyenne 68000 3 -9 mois

Dreisseniidae 0.5-20 3-5ans | 116 -234 275000 — 300000 3 —11 mois

parfois jusqu’a 10°
ceufs/an
Ham-sur-Meuse
—
3
S
g2
A
Naméche
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Figure 1: Dynamique du phytoplancton en Meuse, mesurée en quan
Ham-sur-Meuse, B. a Naméche (Prof. JP Descy, comm.

pers.).

tité de chlorophylle a/litre A. a
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Figure 2: A. Distribution mondiale native (gris clair) et env ahie (gris fo ncé) du genre Corbicula
(Glaubrecht et al. 2007).

Figure 3: Distribution européenne du genre  Corbicula et date de son premier enregistrement dans
chaque pays.
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Tableau 2: Lieux ou les différentes formes européen  nes de Corbicula sont trouvées en
sympatrie.

Cours d'eau Pays Formes en sympatrie Références

Seine France RetS Marescaux et al. 2010
Gard France R et Rlc Marescaux et al. 2010
Rhéne France R et Rlc Pigneur et al. subm.
Moselle France RetS Renard et al. 2000
Meuse Belgique RetS Pigneur et al. subm.
Canal Albert Belgique RetS Swinnen et al. 1998
Canal Bocholt-Herentals |Belgique RetS Swinnen et al. 1998
Rhin Pays-Bas RetS Renard et al. 2000
Danube Allemagne |RetS Tittizer & Taxacher 1997
Danube Hongrie RetS Csanyi 1999

Danube Serbie RetS Paunovic et al . 2007
Save Serbie RetS Paunovi¢ et al. 2007
Fleuve Oder Pologne RetS tabecka et al. 2005
Lac de Garde Italie RetS Ciutti & Cappelletti 2009




FIGURES 6

10mm

Figure 4: Morphologie des formes américaines . A. Forme A, B. Forme C, C. Forme B (Lee et al.
2005).
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Tableau 3: caractéristiques morphologiques des form

es européennes de Corbicula.

Forme Dimension Stries Nacre Umbo
(juvéniles)
R Largeur>Hauteur | Espacées Blanchatre a Stries mauves
margues violettes
Rlc Largeur>Hauteur | Espacées Blanchatre a Rose-orangé
jaunatre
S Largeur<Hauteur |Fines et serrées |Mauve foncé

Figure 5: Vue de la coquille ex terne et interne des trois formes européennes de

B. Forme Rlc, C. Forme S (Ill) (Marescaux et al. 2010).

Corbicula. A. Forme R,
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Tableau 4: Caractéristiques biologiques de différentes espéec es de Corbicula
(d’aprés Myazaki 1936).

C.fluminea, C. fluminalis, C.leana C. sandai C.japonica

monoique dioique dioique

vivipare ovipare ovipare

incubation des larves pas d'incubation des larves |pas d'incubation des larves
eaux douces eaux douces eaux saumatres
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Figure 6: Branchies en période d'incubation . A. C. matannensis, B. C. possoensis. La fleche indique les
larves dans I'hémibranchie externe  (Korniushin & Glaubrecht 2003).
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Figure 7: Développement larvaire chez Corbicula fluminea (d'aprés Kraemer & Galloway

1986, Kraemer et al. 1986, Sousa et al. 2008b).
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Tableau 5: Exemples de vertébrés unisexués (d'apres Grebelnyi 2009).

Le poisson rouge sauvage
Carassius auratus gibelio

Les poissons tropicaux des genres
Poecilia et Poeciliopsis

G s N
ynogenese Les urodéles du genre Ambystoma
(individus triploides uniquement)
Les loches de riviere Cobitis
Les poissons du genre Poeciliopsis
Hybridogenése

La grenouille verte Rana esculenta
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Tableau 6: Comparaison de la gynogenése et de I'and  rogenése en terme de diversité
taxonomique (d’'aprés Grebelnyi 2009).

Gynogenése Androgenése

Le poisson rouge sauvage |Les palourdes asiatiques du
Carassius auratus gibelio |[genre Corbicula

Les poissons tropicaux du |La petite fourmi de feu

genre Poecilia Wasmannia auropunctata

Les poissons tropicaux du |Hybrides entre les phasmes

genre Poeciliopsis Bacillus rossius et Bacillus
grandii

Les urodeles du genre Le cypres du Sahara Cupressus

Ambystoma (individus dupreziana

triploides uniqguement)
Les loches de riviére
Cobitis sp.

Le coléoptére Ptinus
mobilis
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Figure 8: Expulsion du matériel génétique maternel chez C. leana (modifié d'aprés Komaru et
al. 1998). La fleche montre le pronucleus méale. La bar  re d'échelle vaut 50pum.
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Figure 9: Parasitisme des oeufs et disjonction géno me nucléaire-morphotype/génome
mitochondrial.
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Tableau 7: Caryotypes d'espéces d'Europe, des Etats  -Unis et d'Asie (modifié d'aprés Skuza et al. 2009).

Taxons Origine géographique Npmbre de chromosomes Réfg rences
C. fluminea Corée, Lac Uiam 54 (3n) Park etal. 2000
Chine, région de Anyue 54 (3n) Qiu et al. 2001
Chine, région de Anyue 72 (4n) Qiu et al. 2001
Japon, crigue Shishigatani 2n Ishibashi et al. 2003
Taiwan, Fleuve Keelung 2n, 3n Komaru & Konishi 1999
C.leana Japon, Lac Biwa 54 (3n) Okamoto & Arimoto 1986
C. papyracea Corée, Lac Uiam 54 (3n) Park etal. 2000
C. papyracea colorata Corée, réservoir Changpyung Dam |38 (2n) Park et al. 2000
C. japonica Japon, Fleuve Yodo 38 (2n) Okamoto & Arimoto 1986
C. sandai Japon, Lac Biwa 36 (2n) Okamoto & Arimoto 1986
C. fluminalis Poland, FHeuve Odra 54 (3n) Skuza etal. 2009
Forme R et S européennes |Allemagne, Fleuve Rhin 36(2n) Pfenninger et al. 2002
Forme A américaine USA 54 (3n) Lee et al. 2005, Hedtke et al. 2008
Forme B américaine USA 54 (3n) Lee et al. 2005, Hedtke et al. 2008
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Tableau 8: Nombre d’individus étudiés par populatio

morphotype présumé.

n pour chacune des analyses et leur

Population Morphotype |Morphologie Spermatozoides |Cytb COl Microsatellites
Espagne R 20 4 6 6 6
Doubs R R 20 4 6 6 6
Doubs Rlc Rlc 20 4 6 6 6
Royaume-Uni R 20 4 6 6 6
Suisse R 20 4 6 6 6
Portugal (Lima) R 12 4 6 6 6
Portugal (Minho) R 20 4 6 6 6
Seine Intermédiaire |3 2 2 2 2
Sabne R R 19 8 6 6 6
Sabne S S 20 4 6 6 6
Vidourle R 20 4 6 6 6
Canal de la Somme R Marescaux 2010 |Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |6
Loire R Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |3
Moselle R Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |6
Tarn R Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |3
Hérault R Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |[Marescaux 2010 |Marescaux 2010 |3
Canal Nantes Brest R Marescaux 2010 |Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |3
Charente R Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |3
Gard R R Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |6
Gard Rlc Ric Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |3

Figure 10: Dimensions mesurées pour l'analyse morphologique
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Figure 11: Anatomie des palourdes asiatiques du gen  re Corbicula (d’aprés Britton & Morton 1982)
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Tableau 9: Paramétres PCR des amplifications des gé  nes mitochondriaux (Marescaux 2010,
mémoire).

Geéne Amorces Taille | Conditions PCR
(Pb) (30 cycles)
CytB-R (5 AANAGGAARTAYCAYTCNGGYTG 3)) +430 | 94°- 4 min -
CYEb | CvtB-F (5' TGTGCRGCNACYGTWATYACTAA 3) e 4o e
(Merritt et al. 1998) 72°- 45 sec _
72°- 10 min
10°- Pause
COl LCO 1490 (5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3) +700 94°- 4 min
HCO 2198 (5' TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3) 2‘5‘,,: jg oo
(Former et al. 1994) 72°-45sec _J
72°-10 min
10°- Pause
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Tableau 10: Parameétres PCR des amplifications des m

otifs microsatellites.

Locus Amorces Conditions PCR
microsatellites (35 cycles)
CIA01 Annexe 12
CIA02 Annexe 12
CIA03 Annexe 12
CIB03 Annexe 12
CiB11 Annexe 12
Cico1 Annexe 12
Cicos A 12 .
nnexe 94°- 4 min
Cici12 Annexe 12 94°- 45 sec
53°- 45 sec
CID12 Annexe 12 72°_ 45 sec
CIEO1 Annexe 12 72°-10 min
10°- Pause

CI5 F (5-AGGCATGGGTGTTGTACG-3)

R (5'-CCACTCTTGTCTAAGTTGCAG-3)
CIB08 F (5-AGGCATGGGTGTTGTACG-3)

R (5-GTTTCTTTTTTTATATGTTTGTT-3')
CIG08 F (5-ACAGGCTTGATTCTGACG-3)

R (5-ACAAGGAATAACAACCTCCA-3)
CIF04 F(5-CATTGTTCTGGTCATTGCT-3))

R (5-AGATCGGTTCCTTTCACA-3)
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Figure 12: Vues ex terne et interne de I’

Seine.

Axis2

Axis2

-2

PoT

Axis1

Axis1

Figure 13: Résultats de I’Analyse en Composantes Principales

des populations européennes de
largeur/épaisseur, hauteur/largeur, nombre de strie
log(épaisseur) et sur le ratio nombres de stries/ha

point distinct.

individu S1 du morphotype intermédiaire de la

Morpho.
Intermédiaire
Morpho. Rlc
Morpho. S
Morpho. R

sur les variables morphologiques

Corbicula. A. ACP sur les ratios hauteur/épaisseur,
s/hauteur, B. ACP sur log(hauteur), log(largeur),
uteur. Chaque individu est représenté par un
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Tableau 11: Types de spermatozoides observés.

Population Aflagellé | Monoflagellé Biflagellé
Espagne X X X
Portugal v v v
(Lima)

Portugal v v v
(Minho)

Doubs R v v v
Doubs Rlc v v v
Seine v v v
Sabne R X X X
Sabne S v v v
Vidourle v v v
Royaume-Uni| v v v
Suisse v v v

Figure 14: Morphologie des spermatozoides de  Corbicula. A. Spermatozoide aflagellé de la
population Rlc du Doubs, B. Spermatozoide monoflage  Ilé de la population du Royaume-Uni, C.
Spermatozoide biflagellé de la population de la Sei  ne.
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Figure 15: Phylogénie par Maximum Likelihood basée sur la séquence du géne mitochondrial
Cytb (351bp). Les nombres aux nceuds indiquent pour les nombres situés au-dessus de la
barre oblique, les valeurs des probabilités postéri eures (BI) et pour les nombres situés en
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Figure 16: Réseau d'haplotype construit avec Networ  k 4.5.1.6 a partir des séquences du gene
mitochondrial Cytb. Les nombres rouges indiquent un e mutation.
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Figure 17 : A. Phylogénie par Maximum Likelihood basée sur la séque nce du géne mitochondrial COI (668pb ). Les nombres aux nceuds indiquent pour les nombres
situés au-dessus de la barre oblique, les valeurs d  es probabilités postérieures (Bl) et pour les nombr  es situés en dessous de la barre obliques, les vale  urs de
bootstrap pour 1000 réplicas (ML), B. Méme phylogén ie que A, représentant les formes androgénétiques p  ar des spermes biflagellés et les formes sexuées sa  ns
marquage (d’aprés Konishi et al. 1998, Byrne et al. 2001, Lee et al. 2005, Hedtke et al. 2008)
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Figure 18: Réseau d'haplotype construit avec Networ  k 4.5.1.6 a partir des séquences du gene
mitochondrial COIl des espéces de  Corbicula dulcaquicoles. Les nombres en rouge indiquent

une mutation.
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Tableau 12: Résumé des analyses microsatellites pou  r Corbicula en Europe, utilisant 10 loci.
Les alléles en gras sont les alleles communs a tous les individus.

Locus R S Rlc RIc/R R/RIc Intermédiaires Intermédiaire
(Gard2) (Db1) Seine Uk3

ClAO01 198 196 196 198 198 198
CIA02 110-114 112-116 112-116 112-116 ? 109-113 114
CIAO03 189-192-194 190 190, 192-194 189-192-194
CIB03 233-239 233-239 239 239 233-239 233-239 233-239
CiB11 311 311-313 311-313 311-313 311 311-313 311
Clco1 175-179 173-175 173-175 173-175, 175-179 173-175 ?
Clco8 215-219 260-305-315 303-305 ? 215-219 260-305-315 216-220
Clci12 226 226-228 230 230 226 226-228 226-228
ClD12 274-278 264-274 274 274 ? 264-274 264-274
CIEO1 213 209 213 213 213 209 209

R
Rlc

S

Locus Locus Locus Locus

cls CIBOS clGos CIFO4 Locus Locus Locus Locus

CI5 CIB08 CIG08 CIF04

11 a1 1 J

' ”l “‘NIH

bcd a pcd a becgd -— —

a .b c-a b c ' a b c a b c

a. Es4 (forme R) b. S1 (hybride) c¢.S3 (hybride) d.Sa21 (forme S) a. Es4 (forme R) b. Uk3 (hybride) -c.Sa21 (forme S)

Figure 19: Comparaison entre les hybrides présumés (S1, S3 et Uk3), la forme R et la forme S
pour 4 marqueurs microsatellites différents. A. Hyb rides de la Seine (S1 et S3) dont le pattern
sur gel est identique a celui de la forme S, B. Hyb  ride Uk3 du Royaume-Uni dont le pattern sur
gel est identique a celui de la forme R.
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Figure 20: Plan factoriel de I'Analyse F actorielle des Correspondances. L
sont entourés. Les lettres en majuscules indiquent

forme correspondant a la couleur dans laquelle ils
communs a deux ou trois formes.

es alleles dans les ellipses sont ceux qui permette
les alleles non discrimants et donc

Axe 1

nt de discriminer la
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Figure 21: Résultats du caryotypage.

Sum _ A

Figure 22: Métaphases de la forme R de Corbicula en Meuse belge . A. Diploide (35 chromosomes) ,
B. Triploide (52 chromosomes).
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Figure 23: Comparaison entre u n spermatozoide de Corbicula et un spermatozoide résultant

d'un pairing. A. Spermatozoide et détails d’'un sper  matozoide de C. fluminea (Kornishi et al.
1998), B. Téte d'un spermatozoide de Tricholepidion gertschi Wygodzynsky (Dallai et al. 2001).
a. acrosome N. noyau PR. région postérieure de lat éte.



