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Rsum@

Natives d Asie, d Afrique, du Moyen-Orient et d Australie, les palourdes asiatiques de genre
Corbicula comptent parmi les bivalves les plusinvasifs en Europe et en Am@rique. Le genrea
Ot@ ddcrit pour la premitre fois en Europe dans lesndes 1980 et en Am@rique dans les
anndes 1920. Dans leur aire d invasion, ces palourdes ont des impacts @col ogiques et
@conomiques @normes, telles que des ddg ts aux ingdlations industrielles, des perturbations
des rdseaux trophiques et une comp@tition avec |egspt ces natives.

Jusqu aujourd hui, il y avait peu d indication su r quelles esptces avaient envahi | Europe,
leur point d entr@e et leurs routes d invasions. Enoutre, lataxonomie du genre Corbicula est
trk.s controvers@de, principalement cause d une forte plasticit@ ph@notypique et d un mode de
reproduction unigue chez certaines ligndes, | andragent_se.

L androgent_se est une forme de reproduction unisexude qui correspond une hdr@ditd
paternelle stricte. Aprt.slaf@condation d un ovulepar un spermatozo de non-rddduit et
biflagel 19, les chromosomes maternel s sont expul sdsous forme de deux globules polaires
mais les mitochondries sont retenues dans | e cytoplasme. Le sperme androg@nditique peut
auss parasiter des oocytes de ligndes deCorbicula diff@rentes, ceci pouvant (Etre vu comme
une sorte de parasitisme des ufs. Ce ph@nomtne rdsilte en une digonction entre les ligndes
nucl@aires et mitochondriales, ainsi qu entre lamaphologie et | haplotype mitochondrial .

Cette Btude est lapremitre sefocaliser de manitce globale sur le genre Corbicula en Europe.

Par une approche int@grative combinant anal yses mophol ogiques, sdquen age des gt nes
mitochondriaux COI et Cytb ains que gdnotypage aumoyen de marqueurs microsatellites,
nous avons pu clarifier la syst@matique du genreCorbicula en Europe et pouvons affirmer que
seules trois lign@des ne reprdsentant qu une tri.s dée partie de la diversit@d native ont envahi
notre continent. Ces lign@es sont similaires voireidentiques aux palourdes invasives en
Amdrique et certaines lign@es asiatiques. De fa a surprenante, tous les individus au sein
d une de ces ligndes sont des clones parfaits. |Ispartagent des g@notype, haplotype
mitochondrial et morphotype identiques. Parmi les diff@rentes ligndes, | une d elles est
largement dominante tant au point de vue de son abondance que de sa distribution, cette
prdponddrance Gtant certainement lide une plusande capacit@d d adaptation
@cophysiologique et la possession d un « General Purpose Genotype ». Cette approche



int@grative montre @galement que | hybridation ente les diff@rentes formes europdennes est
possible et v@rifie le parasitisme des ufs.

Ce dernier ph@nomtne ainsi que | observation de spematozo des biflagell@s tendent  prouver
que | androgent_se est |e mode de reproduction des ligndes europ@ennes.

Enfin, des caryotypes coupl@s nos analyses des marqueurs microsatel lites suggtrent que les
formes europ@ennes pourraient Etre triplo des, cetttriplo die Gtant i@ | androgent_se.

M@moire de master en biochimie et biologie moldcul@e et cellulaire
Janvier 2011

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

Les esptces invasives sont des espt.ces qui ont @titroduites, ddlibdr@ment ou
accidentellement, au-del de leur zone de distribut ion naturelle ou de leur zone naturelle de
dispersion potentielle. Les invasions biologigues peuvent rdsulter de changements climatiques
ou tectoniques ainsi que d introductions anthropiques (Vermeij 1996). Pour (Etre un
envahisseur efficace, une espt.ce non-indigtne doitpossdder certaines caractdristiques telles
que, entre autres: une variabilitd g@n@tique et ung asticitd ph@notypique importantes, une
tol@rance physiologique aux changements abiotiquesainsi qu une stratdgie reproductive de
typer (Sousa et al. 2008Db).

Les invasions biologiques se ddroulent suivant tros phases majeures : | arrivide,

| Btablissement et | intdgration (Moyle & Light 198). L arrivide correspond ladispersion
des individus dans | @cosystt me fra chement envahi.L @tablissement correspond au maintien
de lapopulation invasive, notamment par lareproduction. Enfin, le stade d int@gration est
atteint lorsque | esptceinvasive et lesrelationsqu elle a @tablies avec les esptces natives
influent sur la sdlection (Vermeij 1996).

Les invasions biologiques ont d @normes impacts envronnementavix, sociaux, @conomiques et
culturels. Les populations d esptces non-indigk nesaugmentent | @chelle mondiale et
constituent des menaces majeures pour la biodiversitd, | environnement et |es @cosystt mes
(Sandes 2003, Leung et al. 2002). D un point de vue @conomique, |es esptces ion-indigknes
reprdsentent un coldt, | @chelle mondiae, estim@ 137 milliards de dollars US par an (Leung
et al. 2002).

La ddcennie 2005-2015 a @t@ ddcr@dtde, par |les Nas-o/nies, Dcennie Internationale

d Action « L eau, source de vie ». En effet, labio diversitd et les ressources biologiques des
eaux intdrieures doivent faire face des menaces de plus en plus importantes ddcoulant des
activitds humaines. Ces mises en danger des @cosydtmes dul aquicoles sont notamment lides
aux invasions de ces milieux par des esptces exotiques (Dudgeon et al. 2006). On peut citer
de nombreux cas d introduction qui ont complttement transform@ un biotope dul aguicole.
Parmi les plus spectaculaires, on trouve | introduction de la perche du Nil Lates niloticus dans
lelac Victoria, ou encore | invasion des rivitresdes plaines ouest-amdricaines par lamoule
z@br@®reissena polymorpha (Moyle et Light 1996).

En eaux douces, parmi toutes les espt.ces introduites, seuls 10 15% (U.S. Congress, OTA
1993) s Ptablissent et deviennent envahissants. Cettaines conditions sont, en effet, requises
pour rendre une invasion fructueuse. Parmi celles-ci, on peut citer : un nombre suffisant

d envahisseurs ; des caract@ristiques biologiques des envahisseurs, tels que leur mode de
reproduction, favorables | invasion ainsi que des conditions environnemental es approprides.
Cependant, ces conditions ne se prdsentent g@ndraheent que sur de courtes pdriodes.

L es conditions abiotiques peuvent ddterminer elles seules e devenir d uneinvasion
biologique (Moyle & Light 1996).
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Malgrd quel ques exempl es spectaculaires d introducions destructrices des @cosystt mes natifs
(voir plus haut), la plupart des casd invasions n est pas associde des extinctions massives

des populations natives. En effet, en plus de la compatibilit@d entre ses propres caract@ristiques
biologiques et le milieu envahi, cette espt.ce doitfaire face uner@dsistance biotique son
@tablissement dans un nouvel @cosystt. me. Cette derre est principalement reprdsentde par la
prddation et |la comp@tition avec |les esptces nativg2 Parmi lesinvasions qui ont rdussi, seule
une minorit@d crde des changements majeurs dans lesystt. mes receveurs. Cependant, la
majorit@d des envahisseurs cause des changements sultils, tels que des disparitions locales ou
des changements comportementaux ou @volutifs des ept ces natives (Moyle & Light 1996).

Bien que tous | es systt. mes aquatiques puissent potentiellement (Etre envahis, tous ne
r@dagissent pas pareillement aux invasions. Tout d dord, les @cosystt mes simples et faible
nombre d espt_ces natives sont plus facilement ddstailisds que les @cosystk mes complexes
(Moyle & Light 1996). Ensuite, le niveau de perturbation de | @cosystt me ddtermine
@galement le succks d uneinvasion. Les envahisseus ont, en effet, plus de chance de s @tablir
guand les assemblages natifs d organismes ont Gt@émporairement perturb@s ou amoindris
(Moyle & Light 1996). De plus, lar@sistance biotigie | invasion dansles systt mesd eau
douce se manifeste surtout dans les premiers stades du processus d invasion. Le succt.s long
terme (int@dgration) d une esptce invasive est plugprobable dans un systt me aquatique atdrd
en permanence par | activitd humaine que dans un systt. me |@gt rement perturbd.

Lasensibilitd | invasion d un systt me aquatique naturel est lide aux interactions entre la
variabilitd et la pr@ddictibilit@ environnementalekn gdndral, 1es envahisseurs semblent moins
s @tablir dans des environnements hautement pr@ddiables quel que soit leur niveau de
variabilitd et semblent plusenclins sinstaller dans des environnements faible pr@dictibilitd
(Moyle & Light 1996).

Laphase critique lors d une invasion est | @tablissement. Durant cette pdriode, ¢ est surtout

| accessibilitd lanourriture qui est limitante. Cette limitation fait des grands prddateurs
piscivores et des organismes omnivores/d@tritivored es envahisseurs les plus efficaces. Les
piscivores introduits se nourrissent d animaux naf s, incapables de reconna tre ces nouveaux
prddateurs. Les omnivores/dditritivores utilisent ne source de nourriture rarement limitante
dans les systt mes aquati ques. Ces groupes trophiques ont donc gdndralement un acct s quasi-
illimitd leurs ressources alimentaires.

Les Mollusques bivalves dul aquicolesjouent unr | eimportant au sein des @cosystt mes
aguatiques (Strayer et al. 1999).

En effet, les bivalves constituent la majoritd de b biomasse zoobenthique dans de nombreux
fleuves, rivikres, lacs et estuaires et sont les filtreurs principaux de nombreux @cosystk mes en
eau peu profonde. Les taux de filtration des populations de ces mollusgues peuvent (Etre
consid@rables, atteignant de 10 100% de la colonne d eau par jour. On peut donc facilement
imaginer | impact des bivalves sur la concentration et |a composition en particules en
suspension et donc sur la structure et le fonctionnement des @cosystt mes dul aquicoles
(Strayer et al. 1999).

Les activitds humaines altkrent @galement souvenldensitd et la composition des
communaut@s de bivalves, et transforment de ce faitla structure et le fonctionnement des
@cosystt. mes. On peut lier | homme de brutal es augmentations ou diminutions des

popul ations de bivalves. Les extinctions sont essentiellement dues aux rdcoltes des esptces
@conomiquement intdressantes ainsi qu la pollutian et autres at@rations de leurs habitats.
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De plus, on observe simultan@ment une destruction as populations par | homme et des
introductions massives, accidentelles ou ddlib@r@desd espt ces invasives. Ces mollusques
envahissants d@vel oppent souvent des popul ations tk.s denses avec de hauts taux de filtration
(Strayer et al. 1999).

Bien qu il soit av@@r@ que les bivalves exotigques ereau douce aient un impact important sur le
phytoplancton et |es consommateurs qui en ddpendentdirectement, le lien entre bivalves et
@cosystk. me est complexe et peut affecter | @cosysthe de plusieursfaons. Les bivalves
peuvent (1) enlever les particules en suspension (phytoplancton) de la colonne d eau, (2)
rddduire les populations qui en ddpendent, (3) augmeter les populations capables d utiliser les
bivalves ou leurs ddchets, (4) lib@rer les ressoures utilisdes auparavant par |e phytoplancton,
et (5) augmenter les populations qui sont capables d utiliser ces ressources lib@rdes (Strayeet
al. 1999).

Parmi les introductions de bivalves exotiques, |a plus connue et spectaculaire reste sans doute
celle de lamoule zZbr@®rei ssena polymor pha dans les Grands Lacs am@ricains.Dreissena
polymorpha est originaire du bassin Ponto-Caspien og elle vit principalement dans les lacs et
lesrivitres faible d@bit (Astaneiet al. 2005). Au XIXesitcle, | esptce s est rdpandue ves

| ouest traverstoute | Europe, aid@e par des actions anthropog@niques, telles que la
construction de canaux lors de lar@volution industielle (Khalaski 1997, Stepien et al. 2002,
Astane et al. 2005). La moule z&brde fut introduite en 1986 dansa rdgion des Grands Lacs,
trk.s certainement par | interm@diaire des eaux de lallast. L expansion initiale de| espt.ce dans
les Grands Lacs am@ricains et les eaux int@rieuresmdricaines a Gtd tre. s rapide, faisant de
Dreissena polymorpha | invert@br@ benthique dominant dans ces @cosystt.ea (Mc Isaac
1996). En effet, on observe des densit@s pouvant aler jusqu 750000 individus'mt danslelac
Erie (Mclsaac 1996).

L introduction de D. polymorpha aux USA a caus@d des dommages @col ogiques et
@conomiques non ndgligeables. L esptce cause un emassement des installations industrielles
(prises d eau et circuit de refroidissement des centrales @lectriques). On estime que les
dommages industriels causds aux Etats-Unis parD. polymor pha cofdteraient 5 milliards de
dollars par an (Khalanski 1997). D un point de vue @cologique,D. polymorpha cause une
clarification de | eau, entre autre par une filtration massive de la biomasse algale et
microzooplanctonique, cette filtration alt@rant dgaement la cha ne trophique (Mclsaac 1996,
Stepien et al. 2002). On observe aussi une min@dralisation des sdanents lide |a prdsence de
lamoule zBbr@e ainsi que la disparition des bivales natifs, en particulier des Unionidae. En
effet, Dreissena polymorpha utilise leurs ressources et occupe leur @cosystt meavec plus

d efficacit@d (Stepienet al. 2002).

En 1991, les premitres traces d une seconde esptceinvasive de Dreissenidae, lamoule
guagga Dreissena bugensis, ont @t@ mise en @vidence dans les Grands Lacs ami@ains. Cette
dernitre est aussi originaire du bassin Ponto-Caspien. Rdcemment, elle s est fortement
propagQe dans cette rdgion d Am@rique du Nord et éslevenue tellement abondante qu elle
tend supplanter D. polymorpha (Stepien et al. 2002). En Europe occidentale, | introduction
de D. bugensis est trk.s rdcente et semble dater de 2004 (Molloyet al. 2007).



CHAPITRE 1 - INTRODUCTION ‘

Avec les moulesinvasives du genre Dreissena, Corbicula est un des mollusgues bivalves les
plusinvasifs jamaisintroduits aux USA (Aldridge & M ller, 2001) ainsi qu en Europe ogil a
des impacts @conomiques et @col ogiques non-ndgligebes. Les genres Dreissena et Corbicula
ont plus ou moins les mEmes consdquences sur les @systt mes envahis et lamEme
dynamique de dispersion en raison d une majorit@d decaractdristiques biologiques trt.s
semblables (Tableau 1). N@anmoins, en Europe,Dreissena pourrait avoir un moindre impact
en raison d une invasion moins homogt.ne et moins importante certains endroits (Khalanski
1997).

Lafaune originelle des fleuves et rivitres europ@as et nord-amricains Jtait dominde par les
moules d eau douce des familles des Margaritiferidae et des Unionidae et par de petites

pal ourdes appartenant aux Sphaeridae. Aujourd hui cette faune native court un grand risque,
en grande partie suite lacomp@tition qui s engage entre ces familles et les espt.cesinvasives
telles que Corbicula fluminea, Dreissena polymor pha et Limnoperna fortunei (Sousaet al.
2008b). Aux Etats-Unis, la progression de Corbicula s est accompagn@e d une rdgression de
| abondance des bivalves natifs. Dans| estuaire du fleuve Minho au Portugal, C. fluminea est

| espt.ce dominante. Il apparat que son essor s est accompagnd d un appauvrissement de la
faune en g@n@ra et, plus particulitrement, de | exnction progressive des espt ces natives
(Sousa et al. 2005). En Grande-Bretagne, Corbicula entre en comp@tition avec lesUnionidae
pour | habitat et lanourriture (Aldridge & M ller, 2001). En ce qui concernel utilisation des
ressources alimentaires, les corbicules sont des comp@titrices trk.s efficaces puisqu elles ont
destaux de filtration bien plus @levds que les eshces natives (Tableau 1, Sousaet al. 2008b).
Leur potentiel reproducteur surpasse @galement largment celui des Sohaeriidae et des
Unionidae (Tableau 1, Mouthon, 1981). De plus, les pal ourdes asiatiques peuvent atteindre
des densit@ds @normes. Dans la Seine, on trouve uneentaine d individus/mt (Vincent &
Brancotte 2000); dans larivit.re Altrhein, un peu en aval delavillede B le (Suisse), les
densit@s peuvent atteindre 600 individus/mt (Schmitin & Baur); danslaMoselle, jusqu

9000 individus/mt, et 10000 individus/mt dans |e féuve Paran/E en Argentine (Cataldo &
Boltoskoy 1999) ainsi qu divers sites aux Etats-U nis. Ces grandes densit@ds augmentent

| impact sur les @cosystt mes, plus forte raison,au vu de la capacit@ de filtration des
corbicules. Ces animaux peuvent filtrer d @normes quantit@ds de particules en suspension et de
producteurs primaires dans la colonne d eau (Aldridge & M ller, 2001, Sousa et al. 2008b).
Corbicula est d ailleurs reconnue comme la cause principale du ddclin du phytoplancton dans
larivikre Potomac, aux Etats-Unis (Cohenet al. 1984) ce qui n est pas sans consdguence sur
le reste de lachane dimentaire. En Meuse belge et fran aise, | introduction de Corbicula
serait aussi |a cause de la chute importante de la biomasse du phytoplancton amorc@e en 2002
(Figure 1). C est du moins | hypotht_se de notre unit@ de recherche (Jean-Pierre Descy,
communication personnelle - test@e pour | instant dans un autre m@moire). En effet, aucun
changement observd de la teneur en nutriment, du d®@it du fleuve ou des conditions
m@itdorol ogiques ne peuvent expliquer ces baisses Sprenantes. La moule zebr@eDr eissena
polymorpha, @galement prdsente en Meuse, pourrait aussi avoides effets importants sur le
phytoplancton. Toutefois, depuis leur ddtection en1994, |es palourdes asiatiques se sont
fortement propag@es dans le fleuve et y ont atteintdes densit@s plus importantes que celles des
moules zdbr@es (CEME-Aquap le Ulg & URBO-FUNDP 2007.

Ouitre leur influence sur le cycle des nutriments et du carbone organique dans la colonne

d eau, les palourdes affectent @galement la dynamique de la matitre organique des sddiments.
En effet, prdsentant une alimentation p@ddale, ellesnt la capacitd de collecter lamatitre
organique des sddiments et contribuent ainsi | appauvrissement du contenu organique des
sddiments (Aldridge & M ller 2001). De par leur double nutrition, les corbicules ont des
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effets sur lafaune de la colonne d eau, ainsi que sur les organismes benthiques, en particulier
dans les cours d eaux 0@ ces animaux invasifs sont prdsents forte densitd (Hakenkamp
2001).

L invasion par |es palourdes asiatiques n est pas sans consdquence d un point de vue
@conomique. Son cof3dt englobe les campagnes d @radiation et surtout les dommages causds
par ces animaux aux installations industrielles. En effet, Corbicula peut bloquer les canaux de
refroidissement des centrales @lectriques et thermgues, des rdacteurs nucl@aires ou les canaux
dirrigation. Les jeunes individus de faible taille p@nt_trent dans les circuits de prise d eau des
installations, y croissent et sy d@dveloppent jusqu @ventuellement bloguer les systk. mes de
canalisation de par leur masse propre ou de par la masse de matdriaux et de ddchets
biologiques qu ils ont produits (Aldridge & M ller 2001). En France, Corbicula fluminea est
un des principaux organismes @tablis dans | es circuts des central es thermiques expl oitdes par
EDF. En 1990, la quantit@ deCorbicula retirde d un bassin froid, de ma  fin septembre, a Gtd
estim@e environ 10m® (Khalanski 1997).

L es caract@ristiques naturelles du genreCorbicula sont les causes de son succt s invasif

(Sousa et al. 2008b). Tout d abord, il prdsente une strat@gie rproductive favorisant son
expansion : maturitd sexuelle prdcoce, croissanceapide, production d un grand nombre de
larves (Tableau 1). De plus, certaines esptces sonthermaphrodites et asexudes. Ces propri Jtds
sexuelles permettent |e d@vel oppement d une nouvelle population suite | introduction d un

seul individu (McMahon 1991).

La stratdgie de colonisation deCor bicula repose en grande partie sur les stades juv@niles
(McMahon & Williams 1986a). Ceux-ci sont capables de sdcr@ter un filament muqueux qui
leur permet de d@river en pleine eau et d (Etre entinds par le courant. Gr ce ce pseudo-
byssus, ils se fixent @gal ement aux coques et ancre des bateaux ou des particules en
suspension. Ce mode de dispersion passif permet une expansion en aval du cours d eau.
N@anmoins,Cor bicula est capable d @tendre sa distribution vers | amont (Voelz et al. 1998).
En effet, il est possible que les corbicules puissent se fixer aux pattes des oiseaux ou aux
poissons (Brancotte 2002, McMahon 1982). Bien que les pal ourdes asi atiques ne soient pas
capables de survivre un passage traversletrac tusdigestif deleurs pr@ddateurs, il semblerait
qu elles soient capables de survivre une r@dgurgitation du gdsier de certains canards. Ceci
pourrait @gal ement permettre un transport sur de fables distances traverslesterres (Aldridge
& M ller, 2001). Deplus, il existe d autres routes d invasion de ce genre qui sont | eau des
ballasts et |a consommation humaine. La rapide expansion de ce genre aaussi @t@d favorisde
par les activitds humaines qui altkrent |e biotopeau ddpart favorable aux bivalves natifs,
optimisant ainsi les conditions de dispersion de Corbicula (McMahon 1982). Voelz et al.
(1998) ainsi que Beran (2006) suggtrent aussi que les corbicules pourraient se ddplacer vers

| amont gr ce une certaine mobilit@ intrinst. que. En effet, lors d une Gtude d un affluent du
fleuve Savannah en Caroline du Nord, aucune des donn@es rdcoltdes, ni le profil de
distribution, ni le taux de dispersion n alaient en faveur d une colonisation en amont par les
activitds humaines ou animales (V oelzet al. 1998).

Il semblerait cependant que certains obstacles physiques freinent la propagation de Corbicula.
Vincent et Brancotte (2000) montrent que le barrage de Jaul nes constitue une limite amont

| expansion du genre dans la Seine. De m@Eme, les Matagnes Rocheuses et |es Montagnes
Appalaches semblent avoir frein@d la propagation dugenre aux Etats-Unis (McMahon 1982).
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Originairesd Asie centrale ainsi que des rdgions ropicales et subtropicalesd Asie

(Thalande, Philippines, Chine, Taiwan, Cor@e et Jgoon), du Moyen-Orient, del Australie et

d Afrique, les Corbicula ont envahi les Am@riques dt_s les anndes 1920 et Europe partir

des ann@es 1980 (Figure 2). Cependant, des esptceslu genre Corbicula sont prdsentes dans
les fossiles nord-am@ricains et europ@dens datant davant |a dernitre glaciation. En Europe, C.
fluminalis Gtait prdsent aux trestertiaire et quaternaire gbarticulitrement au Pidistoctne. On
en retrouve des traces dans des gisements fossiliftres et des ddp ts datant de cette @poque en
France, Angleterre, Belgique, Italie, Danemark et Allemagne (Meijer & Preece 2000). DLs
lors, lesinvasions rdcentes de ces continents peuvent (Etre vues comme un processus de
recolonisation plut t qu une v@dritable invasion (Sousa et al. 2008b).

Aux Etats-Unis, le genre fut introduit accidentellement sur la ¢ te Pacifique en 1924 en
Colombie britannique. 11 semble que cette introduction soit le fait des immigrants chinois pour
qui Corbicula constituait une source de nourriture. En 40 ans, il sest propagd jusqu lacte
atlantique (McMahon 1982). Aujourd hui, les palourdes ont envahi tout le continent
am@ricain : Am@rique du Nord, Am@rique Centrale ene partie de | Am@rique du Sud
(Argentine, Br@sil, Venezuel@) (Brancotte 2002, Leeet al. 2005). Le genre est apparu pour la
premitre fois en Am@rique du Sud, dans les ann@es(, en Argentine et au Brdsil (Ituarte
1994, Leeet al. 2005, Bagatini 2005). Son @tendue actuelle va du rord de |la Patagonie

jusqu | Uruguay et le sud du Br@sil. Il est plus que probable qu elle soit @ga ement prdsente
au Pdrou et en Bolivie (Karayatevet al. 2007). Ndanmoins, la distribution am@ricaine des
corbicules est limit@e au nord du continent am@rida par des tempdratures trop basses durant
| hiver (McMahon 1982).

II'y aextr@Emement peu de variabilitd gdndti que@tectrophor@tique entre les popul ations des
USA.. Ceci suggtre que la colonisation des eaux am@icaines par Corbicula rdsulterait d un
petit @vknement fondateur initial (Hillis & Pattoril982). Il convient de nuancer cette
affirmation puisque certaines formes de corbicules sont asexu@es (Glaubrechtet al. 2003,
2006). Ce mode de reproduction peut @galement explguer | uniformit@ g@n@tique observde
(Hedtke et al. 2008).

En Europe, le genre Corbicula semble avoir disparu aprt.s la dernitre pdriode glaciaire du
W rm (Meijer & Preece 2000) pour rdapparatre verslafin des ann@es 70 et |le ddbut des
ann@es 80 (Mouthon 1981).

Selon Bachmann (1997), les palourdes asiatiques auraient @td introduites en Europe par

| interm@diaire des eaux de ballast des navires provenant du sud de | Am@rique du Nord et il
ny aurait de cefait aucun lien gdographique dired avec les populations de Corbicula
asiatiques. En Europe occidentale, Corbicula a @td ddtectd pour la premitre fois en France, en
1980, dans la basse Dordogne. Ce bivalve a @t@d simiian@ment observ@d dans | estuaire du
Tage au Portugal (Mouthon 1981). Ladistribution actuelle du genre (Figure 3) comprend la
France, le Portugal, | Espagne (Araujo et al. 1993), | Italie (Ciutti & Cappelletti 2009), les
Pays-Bas (bij de Vaate & Greijdanus-klaas 1990), | Allemagne (Kinzelbach 1991), la
Belgique (Swinnen et al. 1998), le Luxembourg et la Grande Bretagne og | introduction est
rddcente (Aldridge & M ller 2001). Cette distribution semble s @tendre | Europe centrale et
orientale: en Autriche (von Fisher & Schultz 1999), en Pologne (Skuzaet al. 2009), en
R@publique tchtque (Beran 2006), en Slovaquie (Vrabc et al. 2003), en Hongrie (CsAnyi
1999) ainsi qu en Bulgarie (Hubenov 2001), en Roumanie (Popa & Popa 2006), en Serbie
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(Paunovi et al. 2007) en Ukraine (Son 2007b) et en Moldavie (Munjiu & Shubernetski
2010). On trouve PgalementC. fluminea en Suisse (Figure 3, Schmidlin & Baur 2007).

En France, ladiffusion de Corbicula a @td extrEmement rapide : en 20 ans, il acolofida
totalitd des grands bassins hydrographiques fran ais (Marescaux et al. 2010) ainsi que
diffdrents fleuves c tiers. Le genre est prdsent das |la majorit@d des cours d eaux, dans certains
lacs, ainsi que dans de nombreux canaux de navigation. Ces canaux auraient joud unr le
essentiel dans la propagation de Corbicula | intdrieur du pays (Brancotte & Vincent 2002,
Mouthon 2000, Marescaux et al. 2010).

En Belgique, on trouve les premitres traces deCorbicula, nommde | @poqueC. fluminea,

dans la Meuse en 1994. Une autre espt_ce, C. fluminalis, Jtait @galement signal @e dans certains
canaux, notamment en Flandres. Ces deux esptces pewent @galement (Etre trouvdes en
sympatrie (Tableau 2, Nguyen & De Pauw 2002). En une petite dizaine d anndes, la
distribution de Corbicula dans le pays s est fortement @largie (Swinnenet al. 1998, Nguyen &
De Pauw 2002) et |e genre semble toujours en pleine expansion (Nguyen & De Pauw 2002).
Swinnen et al. (1998) suggtrent que la colonisation a ddbutd pdia Meuse et s est Jtendue

gr ce aux canaux connecteurs et aux systt. mes de canalisation des exploitations industrielles

le long des cours d eau.

L es palourdes asiatiques du genre Corbicula sont reconnues comme appartenant | ordre des
Veneroida et |lafamille Corbiculidae. Toutefois, une grande controverse existe quant au
nombre d espt_ces de Corbicula prddsentes en Am@rique et en Europe ainsi qu | icentification
des espt_ces auxquelles elles appartiennent et desqlelles elles ddcoulent. 1l y aen effet peu de
caractt res morphol ogiques permettant |a discriminaion des diff@rentes espt ces (Britton &
Morton 1986). On peut tenter de distinguer ces diff@drentes esptces par les caractt res suivants:
la couleur et laforme de la coquille ou le nombre de stries sur les valves (Figures 4 et 5,
Brancotte & Vincent 2002). Cependant, on constate une @norme plasticit@d ph@notypique
(Britton & Morton 1986, Glaubrecht et al. 2003, Korniushin 2004, Sousa et al. 2008b,
Swinnen et al. 1998) entre et au sein mEme des populations de paburdes asiatiques, comme

c est le cas pour latotalit@d des mollusques. On nepeut donc pas se fier uniquement la
morphologie pour d@limiter une esptce. Outre lamaphologie, laplo die, les prdfdrences
@cologiques, | haplotype mitochondrial, le gdnotypenucl Jaire ribosomal, le nombre de
flagelles des spermatozo des ou encore le mode de reproduction peuvent servir de critkres
discriminants entre les diff@rentes esptces. Toutabis, |es auteurs ne s accordent pas sur

guelles espt_ces sont valides ou non et la classifiation varie selon le critkre utilisd (Glaubrecht
et al. 2007).

En Am@rigue et en Asie, une grande quantit@d de nomsl esptces avait Gtd attribude aux
populations de Corbicula dans un premier temps (Park et al. 2004, Prashad 1924, Prime 1864;
1866). Par la suite, aux Etats-Unis, ces populations ne furent plus reconnues que comme
appartenant | espt.ce C. fluminea (Britton & Morton 1979). Hillis et Patton (1982) ont
ensuite ddcrit deux formes diffdrentes qui se distiguent par leur morphologie. La premitre
est caractdrisde par une nacre viol ette et 1a secode par une nacre blanche. Pour @viter la
confusion par rapport au nom d espt_ce, ces formes sront, dk-s lors, nomm@es « violette » et
« blanche ». Outre la couleur de leur nacre, ces morphotypes se diff@drencient @galement par le
nombre de stries et laforme de la coquille. De plus, elles semblent avoir des prdf@rences

d habitats diff@rentes. Pour Britton et Morton (1985), ces formes sont des individus distincts
d un point de vue ph@notypique mais appartenant |am@Eme esptce qui n est autre quE.
fluminea. Ce polymorphisme serait df3 | environnement. Lee et al. (2005) nomment, quant
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eux, ces deux morphotypes distincts forme A et forme B (Figure 4), correspondant
respectivement laforme blancheet laformevio lette. Ces morphotypes forment @gal ement
des lign@es distinctes au niveau du gk-ne mitochondra COI (Siripattrawan et al. 2000, Lee et
al. 2005, Hedtke et al. 2008). Une troisit me forme, laforme C, est @galerant ddcrite en
Amdrique de Sud (Leeet al. 2005). Les haplotypes des forme A et B sont @gal enent prdsents
en Asie et en Europe, sans aucune ou extr(Emement pa de diff@rence (maximum une
mutation) dans la s@quence selon la distribution g@graphique (Lee et al. 2005, Park & Kim
2003, Pfenninger et al. 2002, Renard et al. 2000, Hedtke 2008). L haplotype de laforme C
est, quant lui, distinct des haplotypes des forme s de rddgions natives deCorbicula mais
apparat @ga ement dans les populations d Europe ocidentale (Renard et al. 2000, Hedtke et
al. 2008). D aprt.s Hedtkeet al. (2008), laforme A et laforme B seraient d@rivdes
respectivement, de C. leana et C. fluminea, des espt.cesoriginairesd Asie.

En Europe, uniquement les deux espt.cesC. fluminea et C. fluminalis avaient Gt@ ddcrites
Renard et al. (2000) confirment la prdsence de ces deux esptceslistinctes

morphol ogiquement et du point de vue de | haplotype mitochondrial mais ddcrivent une
troisit me forme dans le Rh ne. Cette population (C. spec.) n est pas distinguable

morphol ogiquement de C. fluminea mais posst.de un haplotype mitochondria qui lui eg
propre. Il pourrait dk.slors s agir d une esptce ciyptique. Pfenninger et al. (2002)
reconnaissent @galement, dans le Rhin, la prdsencele deux morphotypes diffdrents avec
quel ques ph@notypes interm@diaires. Ces formes morjol ogiques diffdrentes sont nommJes R
(Round) et S (Saddle). Ndanmoins, contrairement Renard et al. (2000), ces auteurs ne
mettent en @vidence que deux clades d haplotype digincts. Le premier correspond celui de
leur forme R, delaforme A des Etats-Unis et de C. fluminea telle que ddcrite par Renardet
al. (2000). Le second clade comprend les individus du morphotype S mais correspond

| haplotype de C. spec. de Renard et al. (2000). Cependant, morphol ogiquement, C. spec.

n est pas distinguable de C. fluminea et donc de laforme R. Une hypothtse postul @e esdonc
que Renard et al. (2000) aient invers@ les haplotypes deC. fluminalis qui correspondrait la
forme S et de C. spec. morphologiquement semblable laforme R (Pigneur et al. subm.).

Le genre Corbicula comprend des esptces susceptibles de variations pidnotypiques
importantes, surtout au niveau de laforme, de la couleur et des sculptures de lacoquille. Ce
genre est donc caract@ris@d par un trk.s grand polymghisme. Il est commun@ment acceptd que
les coquilles des bivalves dul aguicoles prdsentent une grande plasticitd pour s adapter aux
conditions environnemental es et @col ogiques (Sousaet al. 2007). Ces variations
@coph@notypiques concernent @galement les pal ourdessi atiques (Lee et al. 2005, Sousa et al.
2007, Sousa et al. 2008a).Toutefois, un rapport entre lalargeur (L) et la hauteur (H) permet de
caract@riser les diffdrentes formes d€orbicula europ@ennes. Si L>H, on est en prdsence de la
forme R. Dansle cas contraire, on aaffaire laf orme S (Tableau 3, Brancotte & Vincent

2002, Pfenninger et al. 2002, Marescaux et al. 2010).

Les diff@rentes formes posst.dent des coquilles poueant aller du vert olive au brun noir tre ou
(Etre jaune ou crme. Laforme S, qui est nettemenplus haute que large, posst.de des stries
fines et serr@es. Par contre laforme R, relativemat arrondie et dont lalongueur est plus ou
moins @gale |ahauteur, prdsente des stries plusespacdes (Figure 5). Les juv@niles de ce
morphotype prdsentent de fines stries mauves sur l@r umbo, la protrusion dorsale de la
coquille (Britton & Morton 1986, Brancotte & Vincent 2002, Marescaux et al. 2010,
observations personnelles). G@ndralement le morphotpe R atteint de plus grandes tailles que
laforme S (Swinnen et al. 1998). La couleur de lacoquille interne delaforme R est
blanch tre et parfois parsem@e de marques violettes Celle delaforme S est mauve fonc@
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(Figure 5, Marescaux et al. 2010, Mouthon 1981, observations personnelles). Latroisit me
forme (C. spec.) est, comme citd prdc@demment, morphologiquemenimilaire laformeR.
N@anmoins, sa coquille externe est plus claire. C est de cette particul arit@ morphologique

qu elletire son nom forme Rlc (Marescaux et al. (2010), Pigneur et al. subm.). Quant sa
coquilleinterne, elle aune couleur entre le jaune et le blanc avec moins de reflets mauves. Ses
juv@niles montrent un sommet rose-orangd (Marescawet al. 2010, observations
personnelles).

Dans le genre Corbicula, laligne pall@ale et | insertion des muscles sonttrt. s marqudes sur
| int@drieur de la coquille (Mouthon 1981).

Aux Etats-Unis, laforme blanche (forme A) aun p@rostracum de couleur jaune brune et

une nacre blanche pr@dsentant des marques roses ou Vol ettes (Figure 4). La forme viol ette
(forme B) va du vert sombre ou noir et posst-de unenacre uniform@ment violet foncd (Hillis &
Patton 1982, Mouthon 2000). Si on compare morphol ogiquement les formes am@ricaines et
europ@ennes qui sont identiques au niveau de leur faplotype mitochondrial, il apparat que
seuleslaforme A am@ricaine et laforme R europ@ene se ressemblent. En effet, bien que
semblables du point de vue g@n@tique, les formes Bzt RIc montrent des morphologiestrts
diffdrentes. Ce qui est aussi le cas pour lesformas C et S(cf. 1.2.2., Lee et al. 2005, Pigneur

et al. subm.).

Certaines populations peuvent montrer des aberrations morphol ogiques telles qu une forte
asym@trie ou des ddformations des valves gauche owlroite (Vincent & Brancotte 2000,
observations personnelles). De plus, il n est pas rare de trouver des individus, surtout des
adultes, dont le sommet est @rodd (Mouthon 1981, okervations personnelles).

Selon Myazaki (1936), le genre Corbicula, dans sa distribution native, peut (Etre divisd etrois
groupes biologiques distincts (Tableau 4). Le premier comprend toutes | es espt.ces

MOoNO ques, Vivipares, incubant les larves au niveau de leurs h@mibranchies et vivant en eau
douce. C. fluminea et C. leana en sont |es principal es reprdsentantes. Le secondregroupe les
espkces dio ques ne montrant pas d incubation des larves et vivant @galement en eau douce
telle que C. sandai. Quant au troisit. me groupe, il rassemble les espt.es dio ques, n incubant
pas leurs larves et colonisant les eaux saum tres d ont C. japonica.

C. fluminea pr@sente une croissance diff@rentielle en fonctiomle lataille ainsi que dela
saison. Les petits individus grandissent plus rapidement que les grands et |es temp@ratures
Dlev@es de | eau favorisent la croissance (Dubois &Toureng 1995, McMahon & Williams
1986, Cataldo & Boltovskoy 1999, Morgan et al. 2003). La croissance varie donc selon le
milieu consid@rd et la morphologie de | animal, sbien qu il est impossible de corr@ler de
faon gdndralelatalleavec| ge (McMahon & Williams 1986). Ndanmoins, les palourdes
ont une grande capacit@ de croissance qui peut CEtrassocide leurstaux d ingestion Glevds.
Ceux-ci permettent ces mollusques des efficacitdsd assimilation et de production nettes
importantes, supportant ainsi une croissance rapide des tissus (McMahon 2002). Ces taux

d assimilation @levds permettent aux corbicules d nvestir plus d @nergie dans leur
reproduction que les autres bivalves dul aquicoles. Le genre Corbicula prdsente une strat@dgie
de reproduction de typer (Sousa et al. 2008b). En effet, il prdsente une forte fdcondit@ une
mortalitd | ge adulte @levdde (McMahon 2002, Sous et al. 2008) ainsi que diverses
caract@ristiques propres cette stratdgie.

Corbicula se nourrit majoritairement de phytoplancton comme le prouve la corrd@lation
positive qui existe entre les contenus en chlorophylle et le nombre d individus comptabilisds
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en un endroit (Mouthon 2003). Toutefois, Mouthon (2003) aremarqud qu on pouvait trouver
des densitds relativement importantes de palourdessur des segments de cours d eaux og la
production de chlorophylle reste faible. Ceci est peut-CEtre lid au fait que, contrairement aux
autres mollusgques d eau douce non-natifs, le genre Corbicula est capable lafoisde se
nourrir par filtration et par le pied par | intermiaire de cils. Cette propridtd explique les
capacitds impressionnantes d ingestion des corbicules. Ces animaux peuvent donc utiliser de
manitre significative les ressources en matitre orgnique des s@diments (Hakenkamp &
Palmer 1999).

Latemp@rature influence non seulement la croissan@ mais aussi la reproduction des
palourdes asiatiques. Lorsgue les temp@ratures pasent au-dessus de 15 -18 C, les corbicules
passent d une faible croissance et d un @tat non-reproductif et inactif une forte croissance et
un Gtat reproductif et actif (McMahon & Williams 186). Cependant au-dessus d un certain
seuil de temp@rature (voir Chapitre 1, section 2.5) la production de descendance s arr(Ete et la
croissance raentit. A partir d un certain stade, on assiste une augmentation de la mortait@
(Cataldo & Boltovskoy 1999). A lalumitre de ces dondes, il apparat que la saisonnalitd
influe sur la croissance annuelle de ces animaux (Morgan et al. 2003).

L es caract@ristiques reproductives deCorbicula telles que sa grande capacit@ de reproduction
et samaturitd sexuelle prdcoce (entre 3 et 9 moigTableau 1, Sousa et al. 2008b)), lui
permettent de r@dtablir rapidement une population apt.s un ddclin massif (McMahon et
Williams 1986).

Tous les auteurs s accordent sur une mEme dur@e deie pour C. fluminea, oscillant autour de
1,5-2 ans mais pouvant atteindre jusqu 3-4 ans (M cMahon & Williams 1986, Morton 1986).
Cependant, Schmidlin et Baur (2007) ont enregistrddes individus gdsde 4 5 ans dans

| Altrhein pri.s de Mainz. C est @galement le cas das la Sa ne og les animaux ont une durde
deviede5 ans, qui peut (Etre associ@e une moinck croissance (Mouthon 2001), | ge
pouvant (Etre estim@ par |e nombre de stries qui coespondent  des anneaux de croissance de
la coquille (McMahon 1983).

Au sein du genre Corbicula, on reconnat deux types d habitats majeurs : certaines formes
vivent en milieu estuarien et donc dans des eaux saum tres, alors que les autres, plus
nombreuses, habitent dans des eaux douces (Miyazaki 1936, Glaubrecht et al. 2003).

L es esptces de ce genre sont assez peu exigeantes dun point de vue @cologique.C. fluminea,
par exemple, est eurytherme, ubiquiste et peu sensible au pH. Toutefois, les hautes valeurs de
potentiels rddox, les grandes concentrations en mattre organique, laduretd del eau et les
faibles concentrations en nitrate et en ammoniague semblent favoriser la col onisation de cette
espkce dans un habitat (Sousaet al. 20084). 11 ne semble @galement pasy avoir de cor@lation
entre la qualitd des s@diments et | abondance des plourdes asiatiques. Lors de leurs
@chantillonnages, Nguyen et De Pauw (2002) ont trow@ des animaux sur des sites de peu
fortement pollu@s par des contaminants organiques ¢ des m@taux lourds. Ndanmoins, certains
facteurs physico-chimiques (temp@rature, teneurs exrEmes en calcium, prddsence

d ammoniaque) sont limitants pour | espt.ce (Bagatini et al. 2005). De plus, Corbicula ne vit
gue dans des eaux bien oxyg@ndes (McMahon & Williare 1986a, Cataldo & Boltovskoy
1999) et ne r@siste pas aux salinitds Blevdes (Sauet al. 2008b). A des salinitds supdrieures
13 ppm, C. fluminea n est plus capable d osmor@guler et maintenir condantes ses
concentrations internes en sels. Les corbicul es deviennent osmoconformes et leur mortalitd
augmente progressivement avec la salinit@ et le tenps (Morton & Tong 1985).
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Comme citd prdcddemment, latempdrature de | eautest.s critique en ce qui concerne la
croissance des palourdes asiatiques (McMahon & Williams 1986). Dubois et Toureng (1995)
ont observd que dans le Canal Latdral de la Garonnda croissance annuelle se ddroule entre
juin et septembre quand |atemp@rature se situe ente 15 C et 27 C. Schmidlin et Baur (2007)
ont enregistrd le plus haut taux de croissance despopul ations du Rhin et de ses affluents
proximit@ de B le lorsque latemp@rature de | eau &t la plus dlevde. De mEme, Britton &
Morton (1986) n enregistrent pas de croissance durant | hiver chez les populations
am@ricaines qu ils Gtudient. De plus, il semble queC. fluminea ait atteint lalimite
septentrionale de sa distribution en Am@rique du Naod cause de son intol@rance pour les
faibles tempdratures hivernales de | eau (McMahon 1982). Selon les auteurs, la temp@rature
optimale de croissance varie mais €lle se situe toujours autour de 20 C. Ndanmoins, une trop
grande temp@rature entra ne une |Btalitd massive @z Corbicula. Selon les auteurs, ces
tempQratures |Gtales sont supdrieures 30-37 C (MM ahon & Williams 1986a, Morgan et al.
2003). En effet, au-dessus de 25 C, Corbicula n est plus capable de maintenir des niveaux
auss efficaces de m@tabolisme adrobie et de filtrigon branchiale (McMahon 1983). D aprt.s
McMahon et Williams (1986a), les pal ourdes sont capables de survivre une augmentation de
latemp@rature (jusqu une temp@rature de 43-45 C) de courte dur@e (15-30 min) mais sont
peu tol@rantes un tel accroissement long terme.

Corbicula prdftre les substrats faible granulom@itrie, telgjue le limon, le sable ou le gravier
trk.sfin, danslesquelsil peut s enfouir. On observe rarement des substrats durs et rocheux
colonisds par les palourdes adultes, seulsles juv@iles peuvent sy attacher gr ce au byssus
muqueux qu ils produisent (Bachmann 1997, Schmidlin & Baur 2007). Le genre Corbicula,
Jtant en partie fouisseur, sinstallerait de prdf@nce dans un substrat meuble qui lui fournirait
plus de nourriture qu un substrat dur (Schmidlin & Baur 2007).

Lavitesse du courant semble auss affecter | apparition de C. fluminea. Schmidlin et Baur
(2007) n ont trouvd d individus vivants que dans | es eaux calmes voire stagnantes. De plus,
ils ont remarqud que les animaux Gtaient plus nomleux pri.s des berges des rivit.res et que
leur abondance diminuait avec un courant croissant versle milieu du cours d eau. Laforce du
courant serait ddterminante dans la colonisation des pal ourdes asiatiques puisqu elle
ddtermine | acck.s lanourriture, et plus particulit-rement au phytoplancton.

L es habitats colonisds parCor bicula sont souvent caract@drisds par une fluctuation du iveau
de | eau associ@e aux changements saisonniers en pidcipitations et aux potentielles
sdcheresses. Ces animaux peuvent donc (Etre exposds air. Ndanmoins, contrairement aux
espt_ces natives des familles desUnionidae et Sphaeridae qui sont capables de survivre
plusieurs mois unetelle dessiccation, Corbicula est trk.s intol@rant aux pdriodes d exposition
| air, mEme de relativement courte dur@e (quelquejours) (McMahon 1983). Une raison de
cette relative intol@rance pourrait (Etre e compaement unique du genre face | exposition
| air. Pendant de courtes p@riodes, les valves sontentrouvertes et le manteau est directement
exposd | air environnant. Ces courtes pdriodes aternent avec de longues pdriodes durant
lesquelles |es valves restent ferm@es, solidement sell@es par du mucus durci. Pendant les
pdriodes d ouverture des valves, Corbicula maintient des taux de consommation d oxygt.ne
Jlevds qui deviennent quasiment nuls lorsque les viares sont closes. Une hypothtse est que,
lors de | ouverture des valves, | oxygt.ne s accumul erait au sein de la cavitd paldae. Unefois
les valves closes, | oxygt ne stock@ serait consomm@usqu |a prochaine ouverture. Ce
comportement offre aux palourdes asi atiques une protection contre la perte d eau par
@vaporation. Ndanmoins, il impose une @conomie erxygtne. Par ce systt. me,Corbicula
devrait donc avoir recours larespiration anadrobie ce qui affecterait sasurvie par une
accumul ation des ddchets m@taboliquesjusqu des nveaux |@taux. Par un entreb illement
permanent des valves, |les autres bivalves ont, quant eux, les tissus internes toujours en
contact avec | air. Par contre, les Unionidae et Sphaeridae prdsentent le systt me deloin le
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plus perfectionnd. En pdriode d exposition | air,ils prdltvent directement | oxygt ne par
diffusion traverslacoquille (McMahon 1983). En effet, leur coquille permet les @changes
gazeux et donc | dlimination de certains ddchets tat en limitant la perte d eau.

En ce qui concerne ses prddateurs, |e genre est uneproie de choix pour certains oiseaux tels
quelefuligule tCEte noireAythya affinis et le fuligule morillon Aythya fuligula (Aldridge &

M ller 2001). De nombreuses esptces de poissons tel les que Cyprinus carpio, ou des
individus des genres I ctiobus et Lepomis, se nourrissent @gal ement de pal ourdes asiatiques
(Robinson & Wellborn 1988). Les Cor bicula subissent @ga ement la prddation du rat musqud
Ondatra zbethica, comme le suggtrent les milliers de coquilles vides trouvdes au pied des
aires d alimentations du rongeur (Vincent & Brancotte 2000).

L es espt_ces bioindicatrices, en milieu aguatique, rvent de « ddtecteurs » des changements
dans| eau qui pourraient mettre en danger la vie aquatique (Doherty 1990). Parmi les espt.ces
benthiques, les bivalves sont caract@risds par dert.s grandes capacitds de bioaccumulation des
m@taux lourds (Baudrimontet al. 1997) ce qui en fait d excellents senseurs biologi ques.

Sousa et al. (2008b) ont proposd d utiliser C. fluminea comme esptce bioindicatrice des
habitats d eau douce. En effet, elle montre des car actdristiques int@dressantes pour son
utilisation dans ce but. Tout d abord, de par son caracttre invasif, onlatrouve en trk.s grande
abondance et ce partout dans le monde (Sousa et al. 2008b, Doherty 1990). Cette distribution
mondiale et ubiquiste permet de pouvoir comparer les donn@des de monitoring
environnemental des @cosystt mes d eau douce @chdie mondiale. Ensuite, les populations de
corbicules sont parmi les plus importantes dans les eaux douces. En outre, on trouve les
pal ourdes asi atiques dans |es environnements pol lu& et intacts. Enfin, les grandes capacitds
defiltration de Corbicula lui permettent de pr@lever une grande quantitd dgolluants dans
| environnement (Sousa et al. 2008b). Corbicula est donc un bioaccumulateur efficace de
m@taux lourds, de polluants organiques et d autres@l@ments potentiellement toxiques prdsents
lafois dans les s@diments et dans la colonne d eau (Doherty 1990, Cataldo et al. 2001). Tout
indigue donc que Corbicula soit un indicateur fiable d une quelcongque pollution mais
@galement d une contamination par des parasites d aigine f@dcale (Milleret al. 2005).

De nombreux exemples de utilisation de Corbicula pour @valuer les concentrations en
polluants existent aussi bien en laboratoire que sur le terrain (Doherty 1990, Baudrimont et al.
1997). Des @tudes dans lesquell es des pal ourdes asatiques furent transportdes de sites non-
contaminds vers des sites contaminds ont @galemeriitd mendes (Doherty 1990).

Le monitoring environnemental gr ce  Corbicula passe par | observation de la croissance et
de lasurvie des juv@niles (Cataldoet al. 2001), | analyse de la composition chimique de la
coquille ou encore le suivi de biomarqueurs spdcifgues (Vidal et al. 2002) telles que certaines
activitds enzymatiques.
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Le genre Corbicula est tre.s singulier en ce qui concerne sareproducion. Tout d abord, il
prdsente des strat@gies reproductives trk s diff Gres. Ensuite, ce genre est caract@risd par des
propridtds de reproduction particulitres: polyploié, sperme non-rdduit et biflagel |,
androgent_se et clonalit@. Toutes ces particul arit@nt du genre Corbicula un groupe modtle
pour Gtudier les transformations des propridtds repductrices d un point de vue @volutif
(Glaubrecht et al. 2003,2006).

Lapremitre stratdgie est rencontrde chez |les popations hermaphrodites vivant en eau douce
(Glaubrecht et al. 2003, 2006). Ces animaux incubent les larves au sein d une poche

marsupial e prdsente sur leurs h@mibranchies interne(les bivalves posst.dent deux paires de
branchies) (Figure 6). Bien que les ufs posst.dent un vitellus, | @pithdlium de cette structure,
par | interm@diaire de cellules sdcr@trices (Britto& Morton 1982), fournit les nutriments
n@cessaires au ddvel oppement des stades larvairesOn peut donc parler lafoisde
|Acithotrophie et de matrotrophie. Ces animaux vivpares et hermaphrodites semblent se
reproduire par un mode de reproduction tre.s particdier sur lequel nous reviendrons plus tard:

| androgent_se. (Glaubrecht et al. 2006, Park & Chung 2004). Ces individus ont @galenent la
particularit@® de possdder des spermatozo des biflag|Js.

N@anmoins, toutes |es corbicules incubant leurs lakes ne se reproduisent pas par
androgent_se. Certaines formes d Indon@sie sont sex@es. Ellesincubent leslarves trks court
terme et celles-ci sont rel ch@es au stade pddivdit re (Glaubrechtet al. 2003, 2006). Parmi
ces Corbicula, certaines, comme C. possoensis, prdsentent une incubation tetragt ne, ¢ est- -
direqu dles utilisent lafoisleurs h@mibranchies internes et externes (Glaubrecht et al.
2003).

L a seconde strat@gie de reproduction ddcrite dansd genre Cor bicula concerne les animaux
dio ques qui colonisent les eaux saum tres, ainsi g ue C. sandai, une espt_ce lacustre
enddmique au lac Biwa (Japon) (Glaubrechtet al. 2003). Ces individus prdsentent une
reproduction strictement sexu@e. De plus, les paloudes de ce type rel chent des larveslibres
et nageuses qui n ont pas Bt prda ablement incub@EByrne et al. 2000, Glaubrecht et al.
2003, 2006). Quant leurs spermatozo des, ils sont monoflagellds. Cette stratdgie
reproductive, proche de celle des bivalves marins, pourrait constituer un caractt re ancestral,
comme le suggt-re Byrneet al. (2000).

Au sein du genre Corbicula, les hermaphrodites sont simultan@s. Ndanmoins, lestructures
reproductrices femelles se ddvel oppent avant les stuctures m les. Ensuite, celles-ci coexistent
chez | individu (Kraemer et al. 1986, Kraemer 1984).

Chez C. fluminea et C. leana, les gonades situdes entre les diverticul es digesifs et |es couches
fibromusculaires externes (Park & Chung 2004, Kraemer & Lott 1977) sont formdes de
follicules soit ocog@niques, soit spermatogdniques o encore hermaphrodites (Park & Chung
2004, Kraemer et al. 1986), ces derniers produisant des oocytes et des spermatozo des.

16



CHAPITRE 1 - INTRODUCTION ‘

Letissu reproducteur m le est en large minoritd par rapport au tissu femelle. 1l ne constitue,
en effet, que 15% de la masse folliculaire (Kraemer & Lott 1977). Des cellules muqueuses
sont associ@es au tissu reproducteur (Park & Chung2004). Ces cellules sdcrdtrices apportent
des nutriments aux embryons et semblent jouer unr le dans |e passage des juv@niles hors des
branchies (Byrne et al. 2000).

Les gamt-tes m les et femelles, bien que produits dans des parties diff@rentes du tissu
reproducteur, sont @jectds par |les mEmes conduites gonoductes (Kraemer & Lott 1977).

Parallt.lement au d@vel oppement des gonades, on asste une expansion du tissu nerveux |id
au tissu reproducteur (Kraemer 1984, Kraemer et al. 1986). Dans un premier temps, il y aune
innervation importante des It vres des gonoductes qu sont les premitres structures

apparatre. Une fois que les follicules sont bien @endus, des agrdgats de corps neuronaux
apparaissent et constitueront les ganglions folliculaires. Ceux-ci permettraient la coordination
de la production de gamt_tes, la maturation du spermre, la f@condation interne croisde et

| autof @condation (Kraemer 1984, Kraemer et al. 198). Soulignons ndanmoins que la
f@condation croisde est privildgide (Kraemer & Galliay 1986).

Les follicules oog@niques et hermaphrodites sont lesit. ge de | oogent-se qui est continue, dt.s
la maturit@ sexuelle, et tout au long de lavie (Pak & Chung 2004, Byrne et al. 2000). La
spermatogent-se, quant elle, alieu danslesfollicules spermatogdniques et hermaphrodites.
Contrairement | oogentse, la production de gamttes m les est saisonnitre, ces saisons Jtant
le d@but du printemps et le d@but de | Gtd (Kraemet Galloway 1986). Elle diminue avec une
atrophie des follicules spermatog@niques intervalle rdgulier et semble Etrelide la
tempQrature de | eau (Park & Chung 2004, Kraemeret al. 1986, Kraemer & Galloway 1986).

Laf@condation alieu dans |la cavitd pall@a e (Soast al. 2008b). Cette fdcondation peut, dk.s
lors, (Etre consid@rde comme interne. Ensuite, learlves sont incub@es dans |e marsupium des
h@mibranchies internes (Park & Chung 2004). Un trt. grand nombre de larves peut Etre
incub@ dans les h@mibranchies des corbicules (Figue 6). Chez C. madagascariensis et C.
australis, ce nombre oscille entre 500 et 3000 embryons (Glaubrecht et al. 2006, Byrne et al.
2000). Ceslarves prdsentent aussi un ddvel oppementrtsrapide (Figure 7, Kraemer &
Galloway 1986).

Chez les formes hermaphrodites, | exception de C. australis chez qui €lle est continue
pendant 8 mois (Byrne et al. 2000), lareproduction est biannuelle (Kraemer & Galloway
1986, McMahon & Williams 1986a, McMahon & Williams 1986, Britton & Morton 1986).
En effet, on observe chez Corbicula fluminea deux p@riodes d incubation de larves au niveau
des h@mibranchies internes des adultes : | une au gintemps-d@but de | @td, | autre lafin de
| @td-automne (Mouthon 2001Aldridge & McMahon 1978). L occurrence des fraies peut
parfois diverger de ce schdma (Dohertyet al. 1987, McMahon & Williams 1986a, Dubois &
Toureng 1995, Morgan et al. 2003, Mouthon 2001, Vidal et al. 2002). Morgan et al. (2003)

n ont observ@ qu un pic de reproduction dans les pgoul ations de palourdes asiatiques du
fleuve Connecticut, aux Etats-Unis. Dubois & Toureng (1995), quant eux, ont misen
@vidence trois pics de recrutement des juv@niles ckz les populations de C. fluminea dans la
zone profonde du Canal Lat@ral de la Garonne prt.s @ Toulouse. Le nhombre de pdriodes de
reproduction sur | ann@e varie d un @cosystt me  lautre. Ces fluctuations peuvent Etre lides
aux temp@ratures de | eau ainsi qu | accessibilit @ des ressources de nourriture (Sousaet al.
2008b). Le nombre de recrutement peut @galement diminuer si le cours d eau montre des
pdriodes de crues s@vt res ou si la pdriode hiverrekst plus longue (Morgan et al. 2003).
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Lorsdelafraie, leslarves migrent traversles branchies verslapoche du siphon exhaant og
les contractions de la muscul ature pall@al e permetent leur Gjection. Le rel chement des larves
est sous le contr le de latemp@rature de | eau ainsi que lateneur en oxygt ne dissous. Ces
facteurs sont, en effet, ddterminants dans le « timing » du d@dveloppement. Le ddbut de lafraie
co ncide avec lap@riode laquelle latemp@raturede | eau passe au dessus de 20 C (Kraemer

& Galoway 1986). Exp@rimentalement, on peut induie lalib@ration des larves en augmentant
latempQraturedel eaude20 26 C (Komaru et al. 2000). Lataille des pontes semble
corrdlde latalledelacoquille del adulte (Byne et al. 2000).

Chez C. fluminea, | incubation se prolonge jusqu un stade avanc@d du ddveloppement de la
prog@niture et les larves sont rel ch@es au stade pv@nile. Elles sont encore trks petites, entre
200 m et 250 m (Britton & Morton 1986) mais sont co mplttement form@es et posstdent une
coquille (Glaubrecht et al. 2006). Seul le stade juv@nile est adaptd |adisersion. En effet, les
stades pridc@dents souffrent de la pression osmotige ou ont une motilitd limitde (Byrnet al.
2000). Unefois largu@ds dans la colonne d eau, lesjuv@niles s ancrent aux sddiments, la
vdgditation ou des surfaces dures, gr ce leur pseudo-byssus. Ces juv@niles peuvent auss
(Etre re-suspendus pour des courants turbulents et ospersds sur de longues distances en aval
(Sousa et al. 2008Db).

L unisexualit@ est caractdrisde par une h@rddit@lddeire soit strictement maternelle, soit
strictement paternelle, ainsi que par trk.s peu de recombinai son g@n@tique (Grebelnyi 2009).

Un tel mode de reproduction apparat chez divers groupes animaux mais est relativement rare

au sein des vertdbrds. Parmi ces derniers, on ne tiuve des esptces unisexudes que chez les
poissons et |es amphibiens (Tableau 5, Grebelnyi 2009, Lombardi 1998). L unisexualit®

semble (Etre rendue possible par une ou plusieurs abrrations des m@cani smes

gam@tog@nditi ques prd-m@diotiques et m@iotiques, coalmrdvt le la plo die des gamt tes chez
les espt_ces unisexudes (Lombardi 1998, Komartet al. 1997). La mgjoritd des taxons
unisexuds sont exclusivement composds de femellestesont supposds Etre parth@nogdnditi ques.
Cependant, d autres types de reproduction et d h@rdit@ unisexude ont Gt ddcrits. Ces modes
de reproduction sont la gynogent.se, | hybridogent_seet | androgentse (Grebelnyi 2009).

Lors de la parth@nogentse, il ny a pas de f@condabn et | uf se ddvel oppe sans participation
d un spermatozo de. Le g@nome maternel est donc transmis la descendance sans aucun
changement. La descendance d une population gynog@drdtique est issue d ufs non fertilisds
mais dont le d@vel oppement a n@anmoins Bt stimybd des spermatozo des. Ceux-Ci
pdnttrent dans| uf maisle pronucleus m le est tr £.svite @limind (Grebelnyi 2009). La
diff@drence entre la gynogent_se et | hybridogent se@side dans le fait que dans le second cas,
les jeunes proviennent d ufs f@condds. Cette descendance est uniquement constitude de
femelles et lors de | oogentse, les chromosomes provenant du ptre sont @liminds. Les ufs
matures ne contiennent donc que le mat@riel g@nJtug maternel. Par consdquent, ces ufs ne
pourront produire la g@n@ration suivante que s ilsont fdcondds par |es spermatozo des d un
m le d une espt.ce proche. L androgent_se, quant €l le, pourrait (Etre considdr@e comme

| opposid de la gynogent_se. En effet, un spermatozode p@nt-trel uf maistresvite, le
pronucleus femelle est expul @@ (Grebelnyi 2009, Konaru 1998). Chez Corbicula, qui est un
destrisrares genresanimaux prdsenter ce type & reproduction, la prog@niture ne garde que
les chromosomes du spermatozo de non rdduit.
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C est en observant de la polyplo die chez Corbicula, que des scientifiques ont @mis

| hypotht.se d une reproduction unisexu@e chez cet aima (Komaru et al. 1997, Komaru &
Konishi 1999). Dans un premier temps, ils ont pench@ en faveur d une reproduction par
gynogent_se. En effet,C. leana est triplo de (Komaru et al. 1997). Ce nombre inhabituel de
chromosomes peut (Etre expliqud par le fait que cheles individus gynog@n@tiques, les ufs
sont ggn@ralement non r@duits. De plus, la gynogese est un ph@nomtne |@gt-rement plus
frdquent que | androgent_se dans le monde animal (T&leau 6, Komaru et al. 1997).
N@anmoins, Komaruet al. (1997) mettent en @vidence que les spermatozo desde cette espt.ce
ains que ceux de C. fluminea (Komaru & Konishi 1999) ont une m@&me quantitd d ADN que
les cellules somatiques. L observation de | expulsi on des chromosomes maternels sous forme
de globules polaires ainsi que | absence de formati on d un pronucleus femelle vient Gtayer la
tht.se d une reproduction par androgent_se (Figure 8,Komaru et al. 1998, 2000). L expulsion
du mat@riel g@n@tique maternel commence dt.s | anapke de la premitre division de mdiose.
La seconde division ne se produit pas et le zygote rdsulte de la mitose du pronucleus m le,
lui-m@Eme issu d un spermatozo de non rdduit (Komaret al. 2000). La descendance sera donc
g@dnditiquement identique au spermatozo de dont ellest issue. Dans le genre Corbicula, chez
les esptces androg@n@itiques, on a observd ce modedeproduction chez des individus

diplo des, triplo des et t@traplo des (Komaru & Konshi 1999, Qiu et al. 2001).

Bien que | androgentse puisse Etre induite exp@rinmal ement chez certaines espt.ces, detrk.s
rares cas naturels ont @td ddcrits dans le rgneana (McKone & Halpern 2003). On a
observ@ de | androgent_se chez la petite fourmi de &u, Wasmannia auropunctata, chez qui les
m les produisent d autres m les par clonage (Quelle r 2005, Fournier et al. 2005). Il en est de
mCEme chez les hybrides entre les phasmedBacillus rossius et Bacillus grandii (Mantovani &
Scali 1992). Dansle rt.gne vidg@dtal, le cyprt.s du 8ara, Cupressus dupreziana prdsente
@galement ce mode de reproduction (Pichotet al. 2001). L androgentse se produit @galement,

faible frdquence, lors de croisements contr 1@ chez |e colza Brassica napus (Chen and
Heneen 1989).

L expansion des gt-nes de | androgent_se aboutit toujours une fixation qui mk.ne
majoritairement | extinction de la population. Ce pendant, chez lesindividus
hermaphrodites, comme Corbicula, | autof@condation limite ce risque d extinction (McKone
& Halpern 2003).

Lapr@senced un uf lorsdel androgent.se est n@dcessaire pour fournir les ressources
indispensables au ddvel oppement de |a prog@niturel es ressources femelles sont donc des
facteurs limitant |a capacitd de reproduction andrgg@ndtique au sein d une population
(McKone & Halpern 2003). N@anmoins, chezCorbicula, e sperme androg@dndtique ala
capacit@ de parasiter les oocytes d autres espt.ces,ou de formes proches, pour profiter des
nutriments maternel s tout en @tant capables d en expul ser le gnome nuclJaire. Ce ph@nomtne
de parasitisme a @t@ mis en @vidence dans des popalions og | on observe une digonction
g@n@tique entre le mat@riel nuclJaire et mitochonel (Figure 9, Park et al. 2002, Pfenninger
et al. 2002, Lee et al. 2005, Hedtke et al. 2008, Pigneur et al. subm.). Hedtke & Hillis (2011)
ont nomm@ cette disjonction mismatch cytonucl @aireEntre espt.ces proches, cette capacit@d
confL.re celles qui sont androg@ndtiques un avantge par rapport celles qui sont sexudes.
Ceci pourrait @galement expliquer pourquoi, malgrde risque d extinction qu elle amkne,

| androgentse est maintenue chez certains animaux, comme Corbicula, og plusieurs espt.ces
au sein du mEme genre semble se reproduire par andogentse (Hedtkeet al. 2008, McKone &
Halpern 2003).

Pourguoi | androgentse n a-t-elle @t@ ddcrite queants 3 taxons animaux? Une raison est que
ce mode de reproduction est effectivement tri.srarece qui est i@ au risque d extinction aprt.s
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fixation des allt.les propre | androgent.se. Une autre raison est qu elle est difficile ddtecter.
En effet, il faut absolument passer par des analyses g@n@tiques et cytol ogiques pour la mettre
en @vidence. De plus, les mutations ndcessaires lapparition d un gnotype androg@ndtique
pourraient (Etre moins frdquentes que celles causaria gynogent.se. Ndanmoins, ces deux
modes de reproduction sont quasiment @gal ement r@padus et diversifids (Tableau 6). Par
ailleurs, laplupart des biologistes n ont pas envi sagd | androgentse comme @tant un mode de
reproduction possible (McKone & Halpern 2003).

D un point de vue cytologique, chez |a palourde asi atique, les chromosomes maternels sont
expulsds sous forme de deux corps polaires (Figure8, Komaru et al. 1998, Komaru et al.
2000). Ceci pourrait rdsulter d une modification auniveau des sites d attachement des
centrosomes lors de lam@iose ainsi que de | oriengtion particulit.re de | axe mdiotique. Chez
Corbicula leana, une espt.ce androgdn@tique, | axe mdiotique est palt.le lasurface
cellulairealorsqu il y est perpendiculaire chez | a plupart des bivalves ainsi que chez les
corbicules sexudes (Komaruet al. 2000, Obata et al. 2006). Par ailleurs, chez les corbicules
androg@n@tiques, les deux centrosomes semblent atteh@s au cortex cellulaire, ce qui explique
| orientation du fuseau (Komaru et al. 2006). A | opposd, chez les palourdes asiatiques
sexudes, un seul centrosome est attach@ au cortexle second restant au centrede | uf (Obata
et al. 2006). Ishibashi et al. (2002) ont @galement montrd | implication du cytoguel ette dans
les m@canismes d androgentse chezCorbicula. Ces auteurs ont traitd des ufsde C. leana
avec de la cytochalasine D, une substance inhibant la polym@risation d actine et donc la
formation des corps polaires. Les centrosomes mdiotques ainsi que les chromosomes
maternel s sont retenus dans le cytoplasme de ces u fset les pronuclei femelles se constituent.
Lam@iose continue aorsjusqu laseconde division. Le maintien des centrosomes maternels
au sein du cytoplasme de | uf semble n@cessaire  la poursuite de lamdiose. En effet, chez
Corbicula comme chez de nombreuses autres espt.ces animales, les centrosomes paternels
sont inactifs lors de cette division (Ishibashi et al. 2002). Le rdsultat obtenu par Ishibashiet
al. (2002) suggtrent que chezC. leana, le systt me rdgul ant 1a seconde mdiose est encore
fonctionnel. A contrario, Ishibashi & Komaru (2006) en rdalisant |a m@Eme expdrience ché&z
fluminea observent une deuxit. me division m@iotique abortiveCette SAgrdgation aberrante
pourrait ddcouler de mutations des facteurs rdgul anla mdiose dont certains ne sont pas
essentiels chez les individus androg@n@iti ques.

L androgentse gjoute une difficultd suppl@mentairel Gtablissement d une taxonomie claire

au sein du genre Corbicula. En effet, ce mode de reproduction peut mener | observation de
dig onction g@n@tique noyau/mitochondrie. Leet al. (2005) ont, en effet, mis en @vidence des
individus ayant le morphotype et le gdnotype nucl@ae de laforme A mais le gdnotype
mitochondrial de laforme B. Hedtke et al. (2008) ont observ@d un @vk nement similaire ainsi
gue son contraire (desindividus de forme B avec des hapl otypes mitochondriaux de laforme
A). Les auteurs expliquent cette observation par le ph@nomtne de parasitisme des ufs
prdcddemment ddcrit (Figure 9). Dans ce cas, il yusait eu une capture du gdnome
mitochondrial aprt.s qu un spermatozo de de laformeA ait parasitd un uf d une palourde de
laforme B. L androgentse et ses consdguences au pont de vue gdnditique ddmontrent que les
analyses du g@nome mitochondrial ne sont pas suffisntes pour Jtudier g@nditiquement les
esptces androg@n@itiques telles qu€orbicula. Par ailleurs, comme prdcisd auparavant, la
morphologie ne suffit @galement pas et il est prdfi@ble de combiner les marqueurs g@n@dtiques
nucl@aires et mitochondriaux aux quel ques caractt re morphol ogiques bien distincts pour
ddcrire des esptces androg@ndtiques.

20



CHAPITRE 1 - INTRODUCTION ‘

Comme citd prdcddemment, on trouve au sein du genr€or bicula deux formes diff@rentes de
spermatozo des. Les premiers sont monoflagell@s a as que les seconds sont biflagel|ds. La
morphologie des gamt_tes m les semble (Etre corrdl @& mode de reproduction (Komaru &
Konishi 1996). Lesindividus dio ques reproductio n sexu@de montrent des spermatozo des
monoflagellds. Ceux-ci ont, comme attendu, une plodie rdduite. Ce type de spermatozo de est
consid@r@ comme primitif au sein du genre. Les cortzules hermaphrodites et se reprodui sant
par androgentse prdsentent, quant elles, des spematozo des biflagel|@ds et non-rdduits.

Des spermatozo des biflagell@s ont @t@ ddcrits chepiel gues familles de poissons tdl Gostdens
(Mattei 1988, Matos et al. 2002), chez certains amphibiens (Aguiar et al. 2003) et insectes
(Dallai et al. 2001). Les plathelminthes parasites montrent Jgal eénent des spermatozo des
possddant deux axont-mes (Justinest al. 1985, Pamplona-Basilio et al. 2001). Ndanmoins, un
spermatozo de peut ddvel opper deux flagelles lors @k la spermatogent.se ou rdsulter de la
fusion de deux spermatozo des diff@rents, comme c est e cas chez certains insectes
apt@rygotes (Dallaiet al. 2001). Suite ce « pairing », le spermatozo de p rdsentera alors 2
acrosomes et 2 noyaux.

Dans le genre Corbicula, hormis leurs deux flagelles, chacun possddant sonpropre centriole,
les spermatozo des biflagellds posst dent d autres nodifications par rapport aux

spermatozo des « normaux ». Leur t(Ete et leur noya sont plus allongds et ces gamt_tes ne
posst.dent pas de pit. ce m@diane distincte. De plude long des flagelles, on voit une structure
all@e qui pourrait augmenter | efficacit@ de flagdktion et/ou la p@n@tration de la gel @e autour
des oocytes (Komaru & Konishi 1996). D aprts les m@es auteurs, ces spermatozo des
modifids reprdsenteraient un caracttre @volud desl purdes hermaphrodites.

Les deux flagelles des spermatozo des de Corbicula sont de mEme longueur et capables tous
les deux de battre. Leur motilitd est activide par AMP cyclique (AMPC) et le GMP cycligue
(GMPc) (Howard et al. 2004). Ces nucl@otides sont, en effet, des secondsmessagers
importants dans lar@gulation de la flagellation clez les animaux. Bien que ces flagelles soient
tous les deux capables de mouvement, leurs profils (inflexion et longueur d onde) de
battement sont diff@rents.
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Lapolyplo disation qui correspond | addition d u n ou plusieurs sets complets de
chromosomes et donc une augmentation de lataille du gdnome, est une des mutations les
plus extr@Emes qui peut toucher un patrimoine g@n@tie. Ndanmoins, les plantes fleurs et les
vert@br@ds seraient issus d ancEtres polyplo des (€@t 2007), la polyplo disation constituant un
des moteurs principaux de | @volution des angiospemes. Une ou deux duplications complttes
du g@nome seraient | origine des vert@dbrds (Hypdtse 2R). De plus, lalignde des poissons
td Dostdens aurait subi une duplication compltte di¥nome suppl@mentaire aprt.s leur
divergence d avec les mammiftres (Jaillon et al. 2004).

Lapolyplo die peut causer de graves anomalies ddvéoppemental es chez les mammifkres et
les oiseaux. Pourtant, elle est tri.s bien tol@r@egw un grand nombre d eucaryotes. Moins
r@dpandue dans le rk.gne animal et souvent associ@e une reproduction asexude, on en relk.ve
guel ques 200 cas, majoritairement chez les invert@b@ds, mais aussi chez les amphibiens et les
poissons (Gong et al. 2004, Otto 2007).

M@Emesi elle est bien prdsente chez de nombreusessptces animales, la polyplo disation
rddduit souvent lafertilit@ et/ou la survie. Cependnt, certaines esptces polyplo des sont
capables de produire une descendance viable, comme c est le cas pour | hu tre du Pacifique
Crassostrea gigas 3n (Gong et al. 2004, Guo & Allen 1994) ou encore Corbicula 3n
(Okamoto & Arimoto 1986, Park et al. 2000, Skuza et al. 2009, Qiu et al. 2001) et 4n (Qiu et
al. 2001).

Lapolyplo die peut aussi amener des avantages non-n@dgligeables. Tout d abord, les
duplicatas de gt-nes introduits par polyplo disationsont soumis une moindre pression de
slection que les gk nes prdsents en une seule copidtslors, ils peuvent ddvelopper, long
terme, de nouvelles fonctions (n@ofonctionnalisatian). Des variations gdnomiques impossi bles
dansles lign@es diplo des peuvent apparatre chezles individus polyplo des. Ces
modifications des caractt res g@ndtiques des pol ypl des peuvent (Etre b@ndfiques et, par
exemple, leur permettre une meilleure adaptation  un environnement particulier (Otto 2007).
Ensuite, la polyplo die permet de masquer |es mutations ddl@tt res d un set haplo de. Cet
avantage n est pas absolu puisqu au cours du temps, les altles mutants s accumulent bien
plus chez les individus polyplo des que chez les diplo des. Enfin, de manitre gdndrale, la
taille des cellules augmente avec celle du gdnome.Ceci est particulitrement vrai pour les
mollusques bivalves. Induire artificiellement une polyplo disation chez ces animaux
reprdsente donc un int@rEt commercia (Geraed al. 1994, Gong et al. 2004, Otto 2007).

Chez Corbicula, desindividus diplo des, triplo des et t@traplo des ont Gt ddcrits (Tableau 7,
Hedtke et al. 2008, Komaru et al. 1997, Okamoto & Arimoto 1986, Park et al. 2000, Skuza et
al. 2009, Qiu et al. 2001). Okamoto & Arimoto (1986) ont mis en @viderte le nombre de
chromosomes suivant pour 3 esptces japonaises. C. japonica posst.de 38 chromosomes, C.
sanda 36 et C. leana 54. Ces nombres correspondent un set haplo de de 18 chromosomes.
En effet, C. leana prdsente 3 jeux de 18 homologues. D aprts ces auters ains que Skuza et
al. (2009), C. sanda pourrait (Etre | esptce ancestrale ayant donn@ nasance C. japonica,
elleem@Eme ayant engendr@. leana. Un des facteurs de | @volution, chezCorbicula, aurait
donc @t la polyplo disation.
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En Europe, on arelevd uniquement des individus dipo des et triplo des. Pfenninger et al.
(2002) ont obtenu un caryotype de 36 chromosomes quels que soient e morphotype, le
gdnotype et | haplotype mitochondrial analysds al s que Skuza et al. (2009) ont observd un
caryotype de 54 chromosomes chez des populations polonaises de C. fluminalis. Ces
caryotypes peuvent (Etre divisds en 18 groupes de 8u 3 chromosomes semblables
ph@notypiquement. Ceci suggtre que 18 semble Etreihombre haplo de chez Corbicula.

L hybridation in situ sur les « Nucleolar Organizing Regions » (NOR) permet @gaement de
mettre en @vidence de latriplo die (Skuzaet al. 2009, Hedtke et al. 2008). En effet, laforme
A d Am@rique (Hedtkeet al. 2008) ainsi que C. fluminalis (Skuzaet al. 2009) en Pologne
prdsentent 3 NOR. Sachant qu on trouve un organisaieur nucl@olaire par set haplo de, ces
pal ourdes sont donc triplo des.

Chez Corbicula, laplo die semble (Etre lide au mode de reproduabn. Les palourdes asiatiques
polyplo des, ou tout au moins triplo des, sont hermaphrodites et semblent se reproduire par
androgentse (Okamoto & Arimoto 1986, Komaruet al. 1997, Hedtke et al. 2008). La
perturbation de lam@iose menant laformation degamttes non-rddduits et | autof@condation
possiblelide cette strat@dgie reproductive jouergent un r le dans la polyplo die de certaines
esptces deCorbicula (Okamoto & Arimoto 1986). Skuza et al. (2009) suggt rent @ga ement
un lien entre polyplo die et adaptation de nouvea ux habitats chez la palourde asiatique, en se
basant sur le fait que lesindividus polyplo des ont une plus grande facult@ d expansion que
leurs ancCEtres diplo des. Ces auteurs proposent @dament |e nombre et la morphologie des
chromosomes comme critkre suppl@mentaire de ddtermation des esptces de ce genre.

Chez les palourdes androg@n@itiques og le gdnome nbernel est expul S, les spermatozo des
non r@duits reprdsentent un moyen de maintenir le rveau de plo die. Cependant, les
m@canismes d @l@vation de la plo die restaient ingmus dans | es esptces androg@n@tiques de
Corbicula. Rdcemment, Komaruet al. (2006) ont observ@d une seconde division de mJioset
laformation d un pronucl@us femelle chez certainsindividus de C. fluminea, une esptce
androg@n@tique. 1ls postulent qu une fois que | andogent_se s est @tablie chez les formes
diplo des, une @l@vation subsdquente de la plo diee peut se faire que par lar@tention des
globules polaires. Cette affirmation est confirm@epar Komaru et al. 2001, 2006. Ces auteurs
ont, en effet, observ@ une extrusion incomplt.te dumatdriel gdndtique maternel aprt.s
f@condation d un ovule par un spermatozo de d une autre forme. Lors de la premitre mdiose,
s un seul centrosome est attach@ au cortex cellulare, seul un premier corps polaire sera
form@. Le second globule polaire et un pronucleus £melle peuvent alors se former apri.sla
deuxit me division. Dans ce cas, aprt. s f@condationyn zygote triplo de @mergerait puisque le
spermatozo de dont il provient est diplo de. Lanon-formation d un seul des globules polaires
peut donc rdsulter en | augmentation de la plo die.Chez Corbicula, | @l@vation delaplo die
serait due laformation d un pronucl@us femelle, @vi nement rare, plutt qu des @vi nements
d hybridation comme c est le cas chez les vert@brdgKomaru et al. 2006).

L impact de la polyplo die chez |les pal ourdes andro g@n@tiques reste toujours inconnu.
N@anmoins, chez cesindividus, la polyplo disationpermettrait de maintenir les alltles
fonctionnels lorsque des allt.|es non-fonctionnel s saccumulent (Ishibashi & Komaru 2006).
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Etant donnd |es difficultds taxonomiques rencontr@eadans | Gtude deCorbicula, une premit.re
partie de ce m@moiretend clarifier la syst@dmatige du genre en Europe. Ce travail adonc
pour but de d@nombrer les formes europ@ennes ainsque d Btablir les relations
phylog@n@tiques entre-elles et avec d autres forme®u esptces prdsentes ailleurs dans le
monde. En menant cette Jtude phylogdographiquenous voulons ddterminer les routes

d invasion des lign@es des palourdes du genreCorbicula invasives. Ceci est d autant plus
pertinent que Corbicula est un des organismes | es plus envahissants dans les @cosystt mes
dul aguicoles. En effet, depuis le ddbut du X X® sit_cle, certaines espt_ces de palourdes
asiatiques se sont propagdes depuis leur distributon native sur tout le continent an@ricain et
en Europe. Ces @tudes phyl og@ndtiques de diversesgpul ations europdennes se baseront sur
| analyse des gt-nes mitochondriaux suivant : le gt.re de la cytochrome oxydase sous-unit@ |
(CQl) et du cytochrome b (Cyt b) mais @galement surdes marqueurs microsatellites
nucl@aires. Ces popul ations auront Jt@, auparavantaract@risdes morphol ogi quement.

L es palourdes asiatiques sont @galement trt.s singuilk.res du point de vue de leur reproduction :
certaines esptces se reproduisent par androgent-se Afin de ddter miner le mode reproductif
des populations de corbicules europ@ennes, nous enanalyserons le sperme. En effet, il existe
un lien entre morphologie des spermatozo des et mode de reproduction, |es spermatozo des
biflagel|ds n @tant rencontrds que chez les indivig androg@ndti ques.

La polyplo disation semble @galement avoir joud urgrand r le dans | @volution du genre
Corbicula. En Asie, des populations diplo des, triplo des et tdtraplo des ont Gt ddcrites.
N@anmoins, on sait peu de chose sur la plo die desformes europ@ennes (Pfenningeret al.
2002, Skuza et al. 2009). Ce m@moire s attt leradonc aussi d@ter miner laplo die

d individus de laMeuse par lar@alisation d un caryotype. De plus, d@terminer laplo die de
popul ations europ@ennes nous rensei gnera @galemensur e mode de reproduction de ces
individus. En effet, il sembley avoir un lien entre polyplo die et androgent_se.
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Dans le tableau 8 et | annexe 1 sont prdsent@es | esliff@rentes popul ations europ@ennes de
Corbicula @tudides dans ce m@moire, ainsi que le morphotypaipposd de ces populations, le
nombre d individus @tudi@s dans chaque analyse Gtarrepris dans |e tableau 9. Marescaux et
al. (2010) ont @chantillonnd les individus de la Seinen avril 2009 en sondant le fond du
fleuve au moyen d une @puisette. Les autres individis nous ont @t fournis par J. Mouthon
(Doubs et Sane, France), P. Laforge (Vidourle), N. Spann (fleuve New Bedford, UK), R.
Sousa (estuaires du fleuve Minho et du fleuve Lima, Portugal), C. Ayres (bassin de Minho,
Espagne) et N. Perrin (Lac de Neuch tel, Suisse) (A nnexe 1). Lesindividus @chantillonn@ds
ont @td conservds dans de | Gthanol.

En ce qui concerne | analyse des marqueurs microsatellites, aux populations prdcddentes,
nous avons goutd 9 populations dont | haplotype mitochondrial avait ddj @t@ Gtudi@ par
Marescaux 2010 (Annexe 2).

Nous avons mesurd les trois variables morphom@triges suivantes : |a hauteur, la plus grande
dimension dorsoventrale; lalargeur, la dimension ant@ropost@rieure maximale et | Gpaisseur
delacoquille, laplus grande @paisseur de la paie de valves (Figure 10, Britton & Morton
1982). Les mesures ont @td rdalisdes au moyen d yied coulisse (SOMEX-0,1mm). Nous
avons @galement comptd le nombre de stries pour chgue individu. Vingt individus pour
chaque population ont @t@ mesurds ou tous les indisius s moins de 20 avaient Gt
@chantillonnds. De plus, des observations gdn@ral @orme, couleur, niveau d @rosion ) des
coquilles externe et interne ont Gt@d notdes.

A partir de ces donn@es morphom@itriques, nous avonsdalisd des anal yses en composantes
principales (ACP) gr ce au progiciel ade4 (Univers td Lyon 1) sur lelogiciel de statistique R-
2.11.0. Lapremitre analyse a @td effectude sur lestios suivants : nombre de stries/hauteur,
hauteur/@pai sseur, largeur/@paisseur et hauteur/lageur. La seconde analyse fut rdalisde sur les
logarithmes en base 10 de lalargeur, de la hauteur et de | @paisseur de la coquille ainsi que sur
le ratio nombre de stries/hauteur.

L ACP est un outil statistique qui permet | analyse de jeux de donn@es multivarids. Elle utilise
les math@matiques pour transformer un nombre de varables corrdl Jes en variables non-
corrdlDes, les composantes principales, et en limér |e bruit.
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& )

Ce protocole a @t@ modifid d aprt.s Britton & Mortd882, Guo & Allen 1994, Howard et al.
2004 et Marescaux 2010 (m@moire).

Lesindividus conservds dans | @thanol ont Gt ouste en faisant attention ne pas ddchirer

| h@patopancrdas. La masse viscdral e a Gt@ ddgagdenanteau et des branchies (Figure 11),

et tranch@e quasi ment tangentiellement. De cette mait.re, nous avons pu rdcupdrer les
gonades qui sont diffuses la surface delamasse viscdrale. Le tissu excisd a @td placd dans un
tube eppendorf 1,5ml, dans lequel on a gjout@ de lacollagdnase dilude dans du Roswell Park
Memoria Institute medium (RPMI-1640, SigmaAldrich) jusqu une concentration de

1mg/ml. Une foisles gonades humidifides, elles ontdtd cisaill@es. Ensuite, nous avons g outd
la solution collag@nase-RPM I au tissu pour atteinde un volume final de 600 |. Le tissue

excisd a@t@d incubd 45 Cjusqu ddgradation conthte. Aprks ddgradation, les @chantillons
ont @t centrifugds pendant 3 minutes 3000rpm. e goutte de culot a Btd pipetde, ddposide
sur une lame de verre et couverte d une lamelle. Les |lames ont @t@ observ@es au moyen d un
microscope contraste de phase (Leica Leitz Laborl uxS), grossissement 100 fois et sous
immersion. Pour chagque population, 4 individus ont @td analysds, | exception dela
population de la Seine, og 2 individus ont @t angls@ds faute d un Gchantillon suffisant, et de

la population de la Sa ne (forme R) pour laguelle o n a @tudid 8 individus (Tableau 8).

Pour chacun des 20 individus par population, les muscles adducteurs et |e pied (Figure 11) ont
OtD prdlevds et stock@s dans des tubes eppendorf20 C jusqu | extraction del ADN.

L ADN a@td extrait des muscles adducteurs, | exeption de | @chantillon Db2 (pied), au
moyen du kit d extraction DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN) selon le protocole de ce
kit (Annexe 3), | exception d unedigestion la RNase A aprkslyse complite destissus.
Seuls six individus par population ont @td extrait§Tableau 8). Les 6 individus appartenant
aux populations Vidourle, SaneformeR et Sanefo rme S ont Gtd extraits en automati sant
| utilisation du kit sur lamachine QIAcube (QIAGEN).

L ADN extrait aservi de support une rdaction en chane par polym@rase (PCR). Deux gtnes
cibles mitochondriaux ont @t@ amplifids par PCR elgt.ne Cytochrome oxydase | (COI) et le
gt-ne Cytochrome b (Cyt b). Des contr les positif et n@dgatif ont @td introduits lors de chague
amplification. Le contr |e positif est un @chantillon ayant d@j @t@ amplifid avec succkset la
taille de fragment requise. Le contr le n@gatif Jta une rdaction sans ADN.

Aprks une ddnaturation initiale de 4 minutes 94 C, laPCR se poursuivait par 30 cycles

composds des 3 Btapes suivantes : ddnaturation dexdsecondes 94 C, 45 secondes
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d hybridation (42 pour le gt.ne Cyt b et 45 pour | e gk.ne COl) et 45 secondes d extension
72 C. Le programme se terminait par une extension finale de 10 minutes 72 C. LaPCR a
D rdalisd dans un volume total de 25 | incluanespectivement 0,50u 1l | d ADN pour Cyt
b ou COIl. Le mix PCR @tait composd d eau st@rile,etampon Tag 1 (Promega), de 0,2mM
de nucl@otides (Promega), de 0,5 M de chacune des diff@rentes amorces (IDT Integrated
DNA Technology) et de 0,1 unit@ de Tag DNA Polymerae (Promega). Les produits PCR ont
td colords au SYBR safe (Invitrogen) et isolds sdes gel's d agarose 1% rdv@l@s sous
lumitre UV.

Pour la plupart des produits d amplification, seul un brin a @td sdquencd. Cependant, pour
chaque gtne cible, cing Dchantillons provenant de ppulations diff@rentes (Esl, Dbl, Db21,
Uk1 et S1) ont @t@ sBquencds dans les deux sens. Is@quen age a Gt r@dalisd auprt.sde la
firme Macrogen Korea sous |es conditions de BigDye™ terminator. Les produits PCR,
prdal ablement purifids, y ont Gt passds au sdqueemcautomatique 3730XL (Applied
Biosystem).

L es s@quences obtenues ont @t@ corrigdes et aigrédeanuellement gr ce BioEdit (version
7.09). Ces s@quences ont Jt@ regroupdes en haplotgp Les sidquences de mauvaise qualitd ont
D Blimindes avant de construire les phylogdniédin de ddterminer les modtles @volutifs de
substitution nucl@otidique pour construire les phybg@nies, nous avons utilisd le programme
jModel Test0.1 (Posada 2008). Les phylog@nies COI etCyt b furent inf@rdes en utilisant les
m@ithodes de Neighbor Joining, de Maximum likelihoodet d infdrence baydsienne. Les
phylog@nies par Neighbor Joining ont @t@ construisesn utilisant Mega 4 (Tamuraet al.

2007), celles par Maximum likelihood en utilisant PhyML 3.0. (Guindon & Gascuel 2003) et

| infdrence baydsienne en utilisant MrBayes v.3.2.1(Huelsenbeck & Ronquist 2001). La
fiabilitd des arbres est estim@e par une approche d bootstrap avec 1000 rdplicas. En ce qui
concerne | infdrence baydsienne, lafiabilit@ estdsde sur les probabilitds postdrieures.

Neocorbicula limosa (Corbiculidae) a @td utilisd comme outgroup pour la phylog@dniedide
sur le gk.ne COI. Etant donn@ qu aucune sdquence dgtne cytochrome b deCorbiculidae

n est accessible sur GenBank, on a utilisd |e bivalve Arctica islandica (Arcticidae) comme
outgroup pour la phylog@nie basde sur le gk.ne Cyt.b

Afin de ddterminer les variations nucl@otidiques eme nos sdquences, nous avons utilisd le
logiciel DnaSP (Rozas & Rozas 1995).

Le programnme Network 4.5.1.6. (Flux engineering) nous a finalement permis de construire
des r@seaux d haplotypes par la mdthode de Median dining (Bandelt et al. 1995).

Rappelons que, pour ces analyses microsatellites, de nouvelles populations ont @Gtd g outdes.
Ces popul ations sont celles analysdes d un point devue mitochondrial par Marescaux (2010)
(Tableau 8, Annexe 2).

L ADN extrait aservi de support uner@action en chane par polym@rase (PCR). Dix motifs
microsatellites cibles ont Gt amplifids par PCR.

Aprks une ddnaturation initiale de 4 minutes 94 C, laPCR se poursuivait par 35 cycles
composds des 3 Btapes suivantes : ddnaturation dexdsecondes 94 C, 45 secondes
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d hybridation 53 C et 45 secondesd extension 7 2 C. Le programme seterminait par une
extension finale de 12 minutes 72 C. La PCR a @tdr@alisde dans un volumetotal de 10 |
incluant 1 1 d ADN. Le mix PCR @tait composd d eau st@rilede tampon Taq 1 (Promega),
de 0,2mM de nucl@otides (Promega), de 0,5 M de chacune des diff@drentes amorces (IDT
Integrated DNA Technology) et de 0,1 unitds de TagDNA Polymerase (Promega), | amorce
forward Jtant fluorescente (6-FAM) et pourvue d unePGI-tail GTTTCTT. Les produits PCR
ont ensuite @td diluds 200 fois. Si la quantit@d dMN obtenue aprt. s PCR @tait faible, la
dilution Gtait adaptde et revue labaisse. 11 deproduits PCR diludson aaoutd 10 | de
formamide Hi-Di (Applied Biosystems) et 0,1 | de marqgueur de taille GeneScan-500 (L12)
(Applied Biosystems). Chacun de ces @chantillons aensuite @td g@notypd sur |e si@quenceur
capillaires ABI 3130x! (Applied Biosystems) et |les r@dsultats ont @t@ anal ysds par le
programme GeneMapper (Applied Biosystems).

Quatre autres loci (CI5, CIB08, CIG08 et CIF04) ont @td utilisds pour une analyse plus
approfondie des individus morphotype interm@diaire de la Seine et de | individu Uk3, de
potentiels hybrides entre les formes R et S. Ces marqueurs permettent de discriminer les deux
formes prdc@dentes par une simple visualisation surgel. Les conditions de PCR Qtaient
identiques celles cit@des ci-dessus. Ndanmoins, acune des deux amorces utilisdes dans ce
cas n Gtait ni fluorescente ni pourvue d une PIG-tal.

Ensuite, nous avons procdd@d une analyse statistigie, | analyse factorielle des
correspondances (AFC) gr ce au progiciel ade4 (Univ ersitd Lyon 1) sur lelogiciel de
statistique R-2.11.0. L AFC permet d analyser dest ableaux de contingences. Un tel tableau
croise 2 variables qualitatives. A | intersection de deux variables qualitatives se trouve

| effectif caract@risd par | une et | autre variabk. L' AFC ddtermine les ddpendances entre les
lignes et les colonnes du tableau. Une repr@sentaton graphique (un plan factoriel) permet de
visualiser les relations les plus importantes. Dans | e cas qui hous prdoccupe, les variables
qualitatives Gtaient d une part, les diff@rents all les microsatellites rencontr@ds lors de cette
@tude et d autre part, les formes de corbicules @tdides. Notre tableau de contingence Jtait, en
fait, une matrice de pr@sence-absence (0-1), chaqudigne correspondant une forme de
Corbicula, et chague colonne un alltle observ@d (Annexe 14).

Le protocole utilisd dans ce m@moire a @t@ d@vel @ aprts les protocol es de caryotype sur
bivalves de Cornet et al. 1993 (M. edulis), Guo & Allen 1994 (C. gigas), Komaru et al. 1997
(Corbicula), Le Marrec-Croq et al. 1999 (P. maximus), Quinn et al. 1999 (D. polymorpha),
Park et al. 2000 (Corbicula), Boro et al. 2004 (D. polymorpha), Lee et al. 2005 (Corbicula)
et Skuzaet al. 2009 (Corbicula). Les prdcieux conseils de Mme S. Rombout de | IPG
(Institut de pathologie et de gdndtique) Gosselis 0g nous avons passd une journde

d apprentissage des techniques de caryotypage, nous ont @galement permis d amdliorer notre
protocole .

Les caryotypages ont @td rdalisds sur des individusvants du morphotype R rdcol tds aux
@clusesde Tailfer (50 24 N 04 54 E) et de Dinant (50 15 N 04 54’ Est) sur laMeuse
belge.

Dans un premier temps, nous avons tent@ de r@alisenos caryotypes partir detissu
directement prdlevd sur des corbicules vivantes. Omnjectait aux corbicules 100 | de chlorure
de cobalt (CoCl,) 0,5%. Ce dernier, en bloquant certaines @tapes dela respiration cellulaire,
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provoque une hypoxie des tissus et, de ce fait, induit une prolif@ration cellulaire. L incubation
au CoCl; durait entre 50 et 60 heures. Au terme de celle-ci, on injectait encore aux individus
0,25ml de colchicine 0,1% qu on laissait incuber toute une nuit. Durant tout ce temps, les
animaux Gtaient gardds vivants dans de | eau de Mese adrde et nourris avec les algues
Dictyosphaerium ehrenbergianum et Chlorella vulgaris. Les branchies @taient ensuite
diss@quddes et soumises un traitement permettant & rdalisation d un caryotype (quasiment
similaire celui ddcrit ci-aprt.s). Cependant, | irdex mitotique Gtant trk.s faible chezCorbicula
(Skuzaet al. 2009) et cette technique ne donnant pas de bons r@&ultats, nous avons prif @r@d
gjouter une @tape de culture cellulaire.

Aprks rdcolte des individus, ceux-ci ont @@ disyaigs et |es branchies prdlevdes. Letissu a Gtd
lav@ 3 fois pendant 20 min avec du milieu de cultue 4 fois plus concentrd en antibiotiques
que le milieu utilisd pour la culture proprement die (Annexe 4). Le tissu a ensuite @t@ rincd et
plac@ dans une bo te de P@tri dans quel ques gouttesle milieu normal. Les branchies ont @td
cisaill@es au scalpel. Le contenu de labo te de P#i a @t@d rdcup@rd par aspiration au travers
duneaiguillefine (23 25G) pour @viter les morceaux trop gros. Les fins fragments
tissulaires ont @t ddposds dans des tubes Falcord5ml dans 3 ml de milieu. Les tubes ont
OtD conservds | Agt rement inclinds pendant au mogjeurs 18 C (-1 C) | obscuritd. Le

pH et les @ventuelles contaminations Btaient contrl s quotidiennement gr ce au ph@nol red,

| indicateur de pH prdsent dans le milieu, ce dernier ayant @t@d changd maximum tous les 4
jours. Aprk.s 6 ou 7 jours de culture, de la colchidne @tait gjoutde une concentration finale de
0,1% au milieu pour bloquer ladivision cellulaire et la culture Gtait maintenue pendant encore
12 heures.

Les cellules Gtaient alors prEtes pour le caryotyme. Les tubes ont @td centrifugds 10 minutes
1200rpm et le surnageant aspird. Les cellules ont subi dans un premier temps un traitement

hypotonique consistant leslaisser dans 7 ml de K Cl 0,075M pr@al ablement prdchauff@

37 C pendant 30 minutes. Le KCI a @td ajoutd gouttegoutte sur vortex. Ensuite, les

diff@rents tissus ont Gtd centrifugds 1200 rpm peant 10 minutes et |e surnageant a Gtd

aspird. Les cellules ont ensuite Gt@ fixdes au mayee 5 ml defixatif de Carnoy (mix frais

m@thanol ou Gthanol absolu:acide ac@tique glacial:B) qui a Gtd goutd goutte goutte. Elles

ont incub@ pendant 15 minutes sous hotte tempdratire ambiante dans le fixatif puis ont Gt

centrifugdes 1200rpm pendant 10 minutes. Cette opdration a Gt rdpdtde deux fois mais sans

@tape d incubation. Ensuite, les cellules ont @t@emises en suspension dans du fixatif.

Trois gouttes de ces suspensions ont Gt@d ddposdesyolis une hauteur de 10-15cm sur des
lames prdal ablement nettoy@es | acool et placdesur du papier humide, cette dernitre Gtape
permettant une meilleure diffusion de la suspension cellulaire sur lalame. Les lames ont
sach@ | air libre, iddalement pendant 1 jour et huit. Les lames ont ensuite @td plongdes
dans un bain de GIEM SA 2% pendant 15 minutes avant d (Etre rincddes | eau distill@e pour
enlever | exck.s de colorant. Les lames ont enfin @& si3ch@es au papier buvard et observdes au
microscope (LeicaLeitz LaborluxS) grossissement 100 fois.
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Selon la description de Marescaux et al. (2010), toutes |es popul ations @tudides ici sembliet
constitu@des d individus appartenant  une des trois formes europdennes ddcrites jusqu
prdsent (formes R, S ou RIc) (Tableau 3, Figure 5), | exception des individus provenant de
la Seine. Ces derniers prddsentent un morphotype inerm@diaire entrelesformesR et S. La
forme arrondie de leur coquille est typique du morphotype R. Leur umbo arbore des marques
violettes comme chez les juv@niles R. Cependant, cs individus prdsentent aussi des attributs
delaforme S, tels que des stries fines et serr@es ainsi qu une coquille interne viol et foncd
(Figure 12).

Quel que soit le paramttre consid@rd par | anal ysen composantes principal es considdrJe,
88% des individus sont regroupds dans le mEme cluet (Figure 13, points bleus et verts).
Cette observation n est pas surprenante puisque la majorit@d des popul ations GtudiJes sont
considdrdes comme appartenant aux formes R ou RlcTableau 8), qui sont difficilement
distinguabl es morphol ogiquement. N&danmoins, lorsquon considkre | analyse prenant en
compte les ratios entre les diffdrentes variabl es,|es individus du morphotype RIc se
regroupent en marge du cluster comprenant les individus du morphotype R (Figure 13 A).
Cette distinction se marque sur | axe 2 qui est fortement corr@l@ aux variables

« Hauteur/Largeur » et « Hauteur/Epaisseur » (Annexe 5). En effet, lesindividus du
morphotype Rlc prddsentent des ratios « Hauteur/Larggur » et « Hauteur/Epai sseur »
significativement plus faible que ceux des individus du morphotype R (Annexe 6, p-
value<0.05).

Quelle que soit | ACP consid@rde, |a popul ation déa Sa ne appartenant au morphotype S
forme un groupe distinct d un point de vue morphologique (Figure 13, points noirs). Dans la
premit.re ACP, prenant en compte les ratios entre les diff@rentes mesures, cette diffdrence de
la population Sane S se marque sur | axe 1 (Figure 13A). Cet axe est principal ement corr@dl @
aux ratios « nombre de stries/hauteur » et « largeur/@paisseur » (Annexe 5). Dans la seconde
analyse, dont les variables sont le « nombre de stries/hauteur » et les logarithmes des hauteur,
longueur et largeur, la diff@rence est marqude sufe second axe en composante principale
(Figure 13B), lui aussi principalement corr@dl @ auatio « nombre de stries/hauteur » (Annexe
7).

Danslaseconde ACP, il est @galement @vident queds trois individus de la Seine forment un
groupe distinct sur | axe 2 (Figure 13B, points rouges), essentiellement corr@dl au ratio

« nombre de stries/hauteur ». Cette dernit.re varialde est celle ayant le plus de poids dans les
deux analyses (Annexe5 et 7).

Ces ACP confirment ce qui a @td observd auparavantles trois individus de la Seine et ceux
du morphotype S ont un nombre et une rdpartition de stries significativement diff@rents des
autres populations contenant les formes R et RIc (Annexe 8, p-value<0.05). Cesindividus
prdsentent, en effet, un rapport « nombre de strieshauteur » plus @lev@.

Certainsindividus (Po7, Es4 and Uk12) provenant de diff@rentes popul ations sont, selon la
premit.re ACP (Figure 13A), distincts de ce qui semle (Etre une morphologie gdndrale pour le
morphotype R auquel ils appartiennent. L individu Es4 prdsente un plus petit ratio
hauteur/@pai sseur. Po7 a des plus grands ratios haueur/@pai sseur et |argeur/@paisseur, tandis
gue Uk12 en a de plus petits. Po7 semble donc Etreolus aplati que la moyenne, alors qu Uk12
est plus Dpais.
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Lorsgqu on envisage | ACP 2, | individu Es19 se dist ingue sur le second axe en composante
principale, celui-ci @tant principalement corr@dl @ueratio nombre de stries/hauteur (Figure 13B,
Annexe 7). En effet, pour cet individu, ce rapport est trk.s faible. Cet individu a un nombre de
stries beaucoup plus faible que la moyenne de ceux des autres individus de taille comparable
du morphotype R auquel il appartient (10 stries contre une moyenne de 19,83 pour une
hauteur moyenne de 12,3mm, alors que | individu Es19 mesure 13,2mm de haut).

& )

Dans cette analyse, quatre individus par population ont @t@ Gtudids, en gdndral. Toutefois,
nous n avons anal ysd |la morphol ogie des spermatozodes de deux sp@dcimens uniquement
pour la population de la Seine, faute d un @chantilon assez grand. Pour la population de la
Saneforme R, huit individus ont @t analysds, afi d augmenter la probabilit@ d observer des
spermatozo des dans cette population (Tableau 8).

Nous avons trouvd des spermatozo des au sein de toues les popul ations @tudides sauf chez les
individus d Espagne et du morphotype R dela Sane pour lesquels nous n en avons observd
aucun (Tableau 11).

Grossitrement, au microscope optique, les spermatoz des flagell @s deCorbicula prdsentent
seulement une tCEte along@e effilPe et |e plus soamt |@gk rement incurvde ainsi qu un (ou
deux) flagelle(s). Il ny a pas de pit.ce m@diane dstincte entre latEte et le flagelle. Tous les
spermatozo des examinds correspondent  cette description. Aucun dimorphisme n a Gtd
observd.

Nous avons observ@ des spermatozo des sans flagelle monoflagel|3Js et biflagell@s (Figure 14)
chez toutes |es popul ations positives. Nous avons @al ement trouv@d quel ques gamt_tes m les
possddant un trk.s court flagelle (entre 5 et 10% déa longueur maximale du flagelle). Les

popul ations pour lesquelles seuls des juv@niles ont@td rdcoltds (Seine, Suisse) prdsentent aussi
des spermatozo des.

L abondance relative exacte de chaque type de morphologie de sperme n a pas @t@ chiffrde.
Cependant, les spermatozo des sans flagelle @taientbien plus nombreux que les
monoflagel|ds, eux-mEmes surpassant, en nombre, Bbiflagel|Js.

Nos observations n ont pas rdv@l @ de diff@rence avorphologie ou d abondance entre les
spermatozo des des diff@rentes formes europdennes.

Les s@quences de Cyt b sont longues de 351 bp, polynorphique 13 sites et groupdesen 3
haplotypes diffdrents (Annexe 9). L haplotype 1 (H1) correspond au morphotype R, aors que
| haplotype 2 est i@ au morphotype Rlc. Ndanmoinsgeux individus du Doubs (Dbl et Db3)
ddcrits comme appartenant, d un point de vue morphdogique, laforme R prdsentent des
hapl otypes mitochondriaux de laforme Rlc (H2). La d@termination du morphotype des
individus Dbl et Db3 a @td basde sur observation&n effet, | analyse en composantes
principales ne permet pas de distinguer avec certitude les morphotypes R et Rlc (Figure 13).

L haplotype 3 (H3), quant Iui, est partagd par les individus du morphotype S et lesindividus

du morphotype interm@diaire de la Seine.
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L haplotype 1 est le plus courant parmi les populations @tudides ; il correspond 74% de
toutes les s@quences, soit 45 s@quences sur 61 (Anexe 17). NJanmoins, | individu Su2 de la
forme R pr@dsente une s@quence |3gt-rement diffdremte celle de | haplotype 1. Les deux
sdquences diffLrent seulement 3 sites aux extr@niids des s@quences og la ddtermination des
bases correctes est malaisde. DL s |ors, nous avonsetird cet individu Su2 de cette analyse.

Quelle que soit la m@ithode phylog@n@itique utilisdapus avons obtenu des topologies d arbre
similaires (Figure 15). Etant donn@ | absence de s@duences de Cyt b de Corbicula accessibles
sur GenBank, nous n avons pas pu comparer nos sgquences d autres pour le gk.ne Cyt b.
N@anmoins, par aignement manuel, nous avons trouv@hos sdquences du gk.ne Cyt b
exactement identiques celles de Marescaux 2010 (m @moire). Notre sdquence de | haplotype
1 (H1) est identique aux sdquences de laforme R deMarescaux 2010 (m@moire). Laforme
Rlc de ce dernier montre la m@&me sdquence du gk-ney@ b que notre haplotype 2 (H2), alors
gue ses sigquences de laforme S sont identiques  notre haplotype 3 (H3).

La phylog@nie Cyt b nous permet de distinguer 3 ligndes gdn@tiques distinctes, celles-ci
correspondant aux trois morphotypes distincts (Figure 15). Nous n avons pas pu trouver de
sdquence de Cyt b deCorbiculidae sur les bases de donn@es. Dt s lors, nous avons chasi
comme outgroup Arctica islandica qui fait partie de | ordre Veneroida, auquel appartient
@galement le genreCorbicula.

La phylog@nie (Figure 15) montre que lesformes R & RIc sont plus proches entre elles que de
laforme S. Ceci est confirm@ par |e rdseau d hapltypes (Figure 16). Ce rdseau nous indique
@ga ement le nombre de mutations s@parant les sdquees de deux formes europdennes. Les
formesR et Rlc diffL.rent par 5 mutations, lesformes R et S par 9 mutations et les formes RIc
et S par 10 mutations (Figure 16).

Les s@quences du gt-ne COI obtenues chez un total de52 individus ont une longueur

d approximativement 668 pb et sont groupdes en seulement 3 haplotypes distincts. Ces
haplotypes sont polymorphiques 22 sites rdpartistout au long de la sdquence (Annexe 10).
L haplotype1l (H1) est le plus commun et correspo nd au morphotype R, alors que

| haplotype 2 (H2) est lid au morphotype RIc. Les deux individus du Doubs Dbl et Db3,
morphologiquement de laforme R, prdsentent @galemet, pour le gk-ne mitochondrial COl,

| haplotype (H2) delaformeRlc. L haplotype 3 ( H3) est associd au morphotype S et est
rencontrd au sein de la population de la Seine prdantant un morphotype particulier.

Les haplotypesH1 et H3 difft.rent par 14 substitutions, les haplotypesH1 et H2 par 18
substitutions et enfin, les haplotypes H2 et H3 par 13 substitutions (Annexe 10).

Par alignement manuel, nous avons trouv@d nos sgqueces du gk-ne COI exactement identiques
certaines sgquences accessibles sur GenBank (Figure 17, Annexe 11). Notre sdquence de
| haplotype 1 (H1) est identique aux sdquences delaforme R de Pigneur et al. (subm.) et
Pfenninger et al. (2002) ainsi qu la s@quence asiatique de C. leana (Japon) et  la sdquence
delaforme A am@ricaine. Laforme Rlc de Pigneuret al. (subm.) et C. subplanata, une
esptce sexu@e des fleuves indondsiens, montrent |an@Eme s@quence du gk-ne COI que notre
haplotype 2 (H2). Cet haplotype 2 seregroupe av ec | haplotype de laforme am@ricaine B.
En effet, | haplotype Rlc (H2 ) semble (Etre un varant mineur de | haplotype de laforme B
am@ricaine. Entre ceux-ci, seul un site diffL.re (A16% de diff@drences). Les s@quences de la
forme S de Pigneur et al. (subm.) et Pfenninger et al. (2002) ainsi que la s@quence de laforme
C am@ricaine, trouv@e uniquement en Amdrique du Sudont identiques notre haplotype 3
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(H3). En rdsum@, les trois haplotypes rencontrdseEurope se retrouvent en Amdrique et
deux parmi eux (H1 et H2) sont @galement trouv@dsen Asie.

Pour construire notre phylog@nie, nous avons introdiit 23 autres si@quences (Annexe 11), dont
cellede | outgroup Neocorbicula limosa (Corbiculidag). Ces si@quences ont Jt@ choisies pou
reprdsenter les diff@rents groupes @cologiques deorbicula et couvrir | aire d origine extrEme
orientaleainsi quel aire dessitesd invasion du genre.

Les m@thodes d inf@rence bay@sienne et de Maximumilkelihood donnent des topologies

d arbretrt.s similaires (Figure 17). La phylog@niemontre deux clades divergents. L un
comprenant les formes estuariennes (C. japonica) et | autre les formes dul aguicoles. C.
madagascariensis forme un taxon frk.re par rapport aux autres taxonsd eau douce. Au sein du
clade dul aguicole, les formes exclusivement lacust res forment un groupe distinct. A ¢ t@d de
ces esptces lacustres, les formes dul aguicoles se regroupent en trois clades majeurs, chacun
de nos hapl otypes europdens Gtant inclus dans | urd entre eux (Figure 17A). 1l convient
cependant de constater que le clade incluant laforme S n est pas soutenu de fortes valeurs de
bootstrap.

On trouve au sein des trois clades majeurs d eau douce des lign@es androg@n@tiques, mises en
@vidence par la prdsence de spermatozo des biflagéds. En fait, pour les clades de notre
haplotype H1 et de notre haplotype H2 , nous const atons que des esptces sexudes et
unisexudes cohabitent au sein d un mEme clade d eaulouce (Figure 17B).

Au sein du groupe dul aguicole, certains clades de Corbicula ne sont pas supportds par de
fortes valeurs de bootstrap. DL s lors, nous avons ddcid@ de construire un rdseau  partir des
hapl otypes de ces formes, | exception de celui de C. madagascariensis, afin d approfondir
les relations entre ces lign@es (Figure 18). Les s@uences ont @td raccourcies afin qu elles
soient toutes de longueur @gale. De ce fait, |e patern de regroupement est quel que peu
diffdrent de celui obtenu avec | arbre phylog@ndtige. Laforme S europ@enne etC. australis
ne sont plus regroupdes. D aprts le rdseauC. moltkiana est plus correl@e au cluster de la
forme Rlc. Enfin, C. possoensis n apparat plus comme lide aux autres esptces lacistres.
N@anmoins, | organisation gdndral e des taxons d eadouce du genre Corbicula est confirm@e
par le rdseau.

[l n est pas pertinent de ddterminer le nombre de nutations s@parant les diffdrentes sdquences
partir de ce rdseau. En effet, les sdguences ontdtd fortement raccourcies pour les besoin de
cette analyse ce qui a causd une perte d informatian.

Les faibles valeurs supportant les branches de cette phylog@dnie reflt.tent une grande similitude
de s@quences du gt-ne mitochondrial COI entre les et ces deCorbicula considdrdes, en
particulier les espt.ces dul aquicoles. Cette homologie r@dvt le une divergence rdcente entre ces
formes. Afin de ddterminer | @poque de divergence ds formes europ@ennes, nous avons
appliqud le principe de | horloge mol@culaire cete phylogdnie, le taux de mutation du gk-ne
COlI Jtant estim@ 0.6% (Baldwinret al.1996). D aprt.s cette vitesse de mutation, lesformes R
et Sauraient divergd il y aenviron 3,8 millions dann@es et lesformesR et RIcil y a4,8
millionsd ann@es. LesformesRIc et S, quant €lles, se seraient s@pardesil y a 3,4 millions

d anndes. Ces nombres d ann@es situe la divergenceades formes europ@ennes au Pliockne.

Au terme de ces analyses phylog@n@tiques, nous pouans affirmer que seules trois ligndes
androg@n@tiques semblent avoir envahi | Europe.
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Les 10 loci utilisds dans cette Btude sont polymorpiques entre formes (Annexe 12, Tableau
12). En ce qui concerne lelocus CIBO3, | allt.le 239 est partagd par les trois formes, maisles
formes R et S en posst.de un suppl@mentaire identiqe (233). Pour le locus CIEQ1, les formes
R et RIc ont lesm@Emes alltles. Il en est de mEmete lesformes S et RIc pour lesloci
CIC01, CIA02 et CIB11. En ce qui concernelesloci CIAQL et CIAQ03, on n ajamais obtenu

d amplification pour laforme S pour aucun des 6 individus de laforme S de cette @tude testds
chacun 2 fois. La non-amplification de certains loci de laforme S n est pas surprenante Gtant
donnd que la banque enrichie en microsatellites a @ construite pour laforme R (Pigneuret
al. in press). Trois de ces 10 loci sont hdtdrozygoteshez toutes les formes (CICO08, CICO1 et
CIAQ2). En plus de ces derniers, lesformes R et S posst.dent respectivement 3 (CIAQ3,
CIB03, CID12) et 4 autres loci hdt@rozygotes (CID12CIC12, CIB11, CIB03), alors que la
forme Rlc n en posst.de qu un seul suppl@mentaire (GB11).

Dans cette analyse, 81 individus appartenant au morphotype R ont @t@ Gtudids, contre 9 pour
le morphotype RIc et seulement 6 pour e morphotype S. A ces sp@dcimens, nous avons encore

gjouter les 2 individus au morphotype interm@ddiaire de la Seine. Defaon tout fait
remarqguable, on observe que tous les individus d un m@&Eme morphotype prdsentent
exactement lesm@Emes alt.|es et ce pour touslesla considdrds (Tableau 12). Plus
prdcisdment, les 81 individus du morphotype R venande 8 populations europdennes
diffdrentes, | exception d un potentiel hybride (voir plusloin), partagent exactement le
m@Eme gdnotype (et haplotype voir sections 3.1 eB.2 de ce chapitre). Ceci constitue un
rddsultat remarquable et m@rite d CEtre soulign@. @@sultat est Pgalement obtenu au sein du
morphotype S et Rlc quoique | @chantillonnage 3t restreint  une seule population pour
chacun de ces morphotypes.

L analyse microsatellite nous a permis de mettre en @vidence certaines exceptions
| observation g@ndrale @noncPe ci-dessus (Tablea?)L

Tout d abord, nous avons observ@ des digonctions «matdriel gdndtique nuclJaire-
morphotype/ matdriel gdn@tique mitochondrial » (Téeau 12). L individu Dbl du
morphotype R du Doubs pr@sente un haplotype mitochandria Rlc, quel que soit le gk-ne
mitochondrial consid@rd, mais un gdnotype et un mphotype caractdristiques de laforme R.
L individu Gard 2 (Marescaux 2010, m@moire), quant |ui, montre un haplotype
mitochondrial R, quel que soit le gk-ne mitochondrid consid@rd, mais un morphotype et des
marqueurs nucl@aires de laforme RIc (Tableau 12).

Ensuite, Btudier les microsatellites nous permet @dement de mettre en @vidence de possibles
hybrides entre formes europ@ennes diff@rentes. Lesndividus de la Seine prdsentant un
morphotype interm@diaire et un haplotype semblable celui delaforme S se caract@risent par
desdltlesnucl@ares lafoisdelaformeR et celaforme S (Tableau 12, Figures 19 et 20),
ces derniers @tant majoritaires. De faon tre. s int@essante, | individu Uk3 de Grande-Bretagne
prdsente un haplotype mitochondrial (COI et Cyt b)de laforme R ainsi qu un morphotype R,
mais est caract@risd par des marqueurs nucl@aireslafoisdelaforme S et delaformeR,
ceux-ci Gtant les plus nombreux (Tableau 12, Figure 19 et 20).

De plus, un individu du morphotype R du Doubs (Db3) @tant totalement identique aux autres
corbicules de cette popul ation prdsente un hapl oty mitochondrial RIc et un g@notype
@galement caractdristique de laforme Rlc.

Afin de visualiser nos rddsultats microsatellites, rous avons rdalisd une analyse factorielle des

correspondances (AFC). Celle-ci permet la ddtermindion de la ddpendance entre les variables

alltles et formes. Cette analyse (Figure 20) confime que les hybrides Uk3 (Royaume-Uni),

Sl et S2 (Seine) sont interm@diaires aux formesR ¢ S, Uk3 @tant plus proche de laforme R
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contrairement S1 et S2 qui sont plus prochesdel aforme S. Gr ce cette analyse, nous
pouvons trk.s vite constater ce que nous voyions ddjlors d une premitre lecture des r@dsultats.
Certains altles sont communs touslesindividus. Il s agit de ceux situds au centre du plan et
regroupd dans lalettre B (L311-CIB11, L274-CID12,L.239-CIB03, L175-CIC01). Nous
remarquons aussi gque certains allt.les ne sont partayds que par deux formes (L213-CIEO1,
reprdsentd par lalettre A ; L112-CIA02, repr@dsent@dr |e lettre C ). Finalement, certains
alltles permettent de discriminer les 3 formes eurgo@ennes puisgqu on ne les trouve que chez
uned entre elles (Figure 20, alltles repr@sent@sar des chiffres).

Nous pouvons @galement confirmer ce qui avait ddj @t@ trouvd gr ce nos analyses
phylog@n@tiques et de morphologie de sperme : les ppulations de Corbicula ayant envahi

| Europe semblent clonales (androg@n@tiques). En diet, sans clonalitd, |e nuage de point du
plan factoriel serait bien plus riche en points, @t¢at@ et homogt ne. En effet, on peut penser que
sils @taient sexuds, presque tous les 98 individusdtudidsici seraient gdn@tiquement diff@rents
et donc seraient reprdsentds par un point diffdrersur le plan. De plus, le nombre de variables

« altles » serait beaucoup plus important, @tant dnnd la diversitd gdndtique dans les

popul ations sexu@es. Or, nous observons une situaton dans laquelle tous les individus se
groupent en cing variables (3 formes et 2 hybrides) et og certains allt.1es sont reprdsentds par
le m@Eme point (Annexe 15). La ddpendance entre formet allt les est, de plus, importante au
regard de la proximit@ des points sur le plan factaidl.

Enfin, trois allt.les sont visibles pour les formesR et S respectivement pour lesloci CIAQ3 et
CICO08. Ceci suggtre une possible triplo die, voireune plo die supdrieure, au sein de ces
formes.

Cette expdrience fut assez peu concluante et n@dcesse encore quel ques mises au point. En

effet, sur 87 lames @Gtudides, nous n avons observ@ue 6 plaques mJtaphasiques exploitables
(Figure 21). De manit.re gdn@rale, il y atrk s peustplaques m@taphasiques par rapport au
nombre de noyaux visibles. Ces plagues, s elles sont prdsentes, sont ab m@des ou montrent des
chromosomes superposds et donc difficilement comptdl es.

Deux des m@taphases exploitables comptait 24 chromsomes, deux autres 34, une 35 et la
dernitre d@nombrait 52 chromosomes (Figure 21).

N@anmoins, Jtant donn@ que le nombre haplo de du gee Corbicula semble Etre de 18, le
nombre de 24 chromosomes observ@ds pour certaines pbques m@taphasiques rdsulte
certainement d un mauvais Jtalement. DL s lors, seuks les m@taphases comptant 34, 35 et 52
chromosomes devraient (Etre prises en compte (Figure 21 et 22).
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L analyse en composantes principal es de donn@es mophomdtriques addj Gtd utilisde, au sein
du genre Corbicula, pour rdaliser un regroupement d individus selon leur morphologie
(Pfenninger et al. 2002, Pigneur et al. subm.). N@anmoins, les variables utilisdes dans cg
@tudes sont diffdrentes des n tres. Ici, | ACP nousa permis de mettre en @vidence diffdrents
groupes morphologiques au sein des popul ations europ@ennes deCor bicula Btudides. Dans

une ACP, | @tape de compression des variables corr@des en variables non-corr@dl @es implique
une perte d information. Cette m@thode n est donc pes toujours la meilleure analyse

statistique pour regrouper des individus. Cependant, elle prdsente le grand avantage d (Etre
simple et de permettre un regroupement rapide. En utilisant le logarithme ou les ratios des
diff@rentes dimensions mesur@es, on limite les bia dus aux diffdrences de taille individuelle.

Notre anal yse confirme que les morphotypes R et RIc ne sont pas distinguables
morphom@triquement, bien que le morphotype RIc semibe avoir des ratios « hauteur/largeur »
et « hauteur/@paisseur » |gt rement diffdrent de e du morphotype R (Figure 13A, Annexe
6). N@anmoins, cette observation doit (Etre consid@e avec prdcaution. En effet, 1a proportion
d individus Rlc dans cette @tude est trop faible paur pouvoir conclure un morphotype
extrEme de laforme R (12 individus du morphotype Rc contre 162 individus du morphotype
R). Deplus, leshiaislids latailleindividuelle ne peuvent pas (Etre complitement @vitds. La
distinction morphologique entre les morphotypes R et RIc reste principa ement bas@de sur la
couleur de lanacre (Figure 5, Tableau 3). Les populations de la Sa ne morphotype S et dela
Seine forment des clusters distincts du groupe R/RIc (Figure 13B). Cette distinction est
expliqude par la prdsence d individus morphol ogiqueent diff@rents des morphotypes R/RIc
particulit.rement en ce qui concerne la variable « rombre de stries/hauteur ». Ce rdsultat n est
pas @tonnant puisque les stries fines et serrdes déaforme S sont une de ces principales
caract@ristiques morphol ogiques (Tableau 3, Brancote & Vincent 2002, Pfenninger et al.
2002, Marescaux et al. 2010).

Bien que toutes |les popul ations @tudidesici, | exception de celles de la Seine et dela Sane
(morphotype S), contiennent des individus de laforme R ou Rlc (Doubs morphotype RIc),
elles pr@dsentent toutes des diff@rences conchologiges plus ou moins marqudes. Ces variations
concernent lamorphologie de la coquille, la couleur ou les sculptures. Cette observation
confirme la grande plasticitd ph@notypique observZehez |e genre Corbicula, comme chez les
bivalves en gdndral. Au sein des bivalves, cette msticitd rddsulte sans doute d adaptations
diff@rentes conditions environnemental es et @col ogjues (Sousa et al. 2007). Ces variations
@coph@notypiques concernent auss clairement les gaurdes asiatiques du genre Corbicula
(Lee et al. 2005, Sousa et al. 2007, Sousa et al. 2008a).

L individu Es 19 du morphotype R se d@tache du cluger R/RIc en raison de son faible nombre
de stries par rapport sataille. Bien que plus gr and que les autres juv@niles de cette Gtude
(une hauteur de 13,2 mm contre une hauteur moyenne de 10,17mm), ce spdcimen en prdsente
@gal ement des attributs tels qu une coquille plus daire et des marques mauves sur | umbo. La
jeunesse de cet individu pourrait expliquer son rapport « nombre de stries/hauteur » faible.
Ceci confirme que | @valuation del ge des palourdes asiatiques du genre Corbicula
uniquement par lataille n est pasfiable et qu il vaut mieux tenir compte du nombre de stries
(McMahon 1983, McMahon & Williams 1986).

36



CHAPITRE 5 DISCUSSION '

& )

Trois sortes de spermatozo des (sans flagelle, monoflagel|Js et biflagel|@s) ont @Gt observdes
dans toutes |es popul ations Jtudides, | exceptionde la population espagnole et de celle dela
Sa ne morphotype R (Tableau 11). Cette absence de s perme peut GEtre lide |apdriode de
r@dcolte des individus. En effet, si |a p@riode de@colte ne correspond pas cellede
reproduction, aucun spermatozo de ne sera prdsent.Ceci est d autant plusvrai que la
spermatogentse chez Cor bicula est un ph@nomtne saisonnier et ddpendant de |a tep@rature
del eau (Kraemer & Galloway 1986).

Konishi et al. (1998) ont ddcrit |es diffdrents stades de |a spanatogentse chez Corbicula
(spermatogonies, spermatocytes, spermatides et spermatozo des), ceux-ci Gtant trk.s distincts
morphol ogiquement. Les spermatides moyennes pourraient correspondre ce que nous avons
ddcrit comme spermatozo de sans flagelle alors quel es spermatides tardives pourraient Etre
les spermatozo des monoflagellds. En effet, selon @s auteurs, les spermatides ont une t(Ete
allongde comme les spermatozo des matures et, durart leur dernitre phase de d@dvel oppement,
le premier flagelle apparat et commence crotre. Ce que nous avons consid@rd (Etre des
spermatozo des avec un tri.s petit flagelle pourrait donc (Etre des spermatides avec un premier
flagelle en croissance. Les spermatozo des biflagel| @s que nous avons observds posst dent une
tEte alongde et deux flagelles approximativement,3 fois aussi long que latEte. Ils
correspondent aux spermatozo des matures tels que ddcrits par Konishiet al. (1998). Nous
sommes conscients que les manipulations appliqudespour ddgrader les tissus et collecter les
Spermatozo des peuvent avoir causd des cassures deflagelle. Cependant, si cela expliquait

| observation des diff@rents types de spermatozo de nous aurions trouvd plus de morphologie
de gamt_tes m les diff@rentes, telles que des spermaozo des avec deux flagelles courts ou
avec des flagelles de longueur diff@rentes. Une @tde histol ogique ddtaillde de la
spermatogentse chez Corbicula peut nous aider r@soudre ce probltme et ddtermier si les
spermatozo des de palourdes asiatiques sont de vrais biflagel|ds. En effet, les spermatozo des
biflagel|@s peuvent rdsulter de lafusion de deux gmt_tes diffdrents (Dallaiet al. 2001).
Cependant, le pairing ne semble pas (Etre | originedes spermatozo des biflagel|ds chez
Corbicula. Si tel Gtait le cas, les spermatozo des prdsentesi ent probablement deux acrosomes
et deux noyaux, ce qui n est pas le cas chez les palourdes asiatiques (Figure 23, Konishi et al.
1998). De plus, un seul pronucl@us m le est observ@ors de laf@condation (Komaruet al.
1997). Il serait @ga ement int@ressant de ne rdcalt que des spermatozo des matures en
induisant lafraie. Ceci est possible par une augmentation de latemp@rature (Komaruet al.
2000).

Dans le genre Corbicula, la morphol ogie des spermatozo des semble Etre li&au mode de
reproduction. Les esptces gonochoriques avec une rgoroduction sexu@de montrent des
spermatozo des monoflagel s tandis que les individis androgdnditiques et hermaphrodites en
prdsentent des biflagell@ds (Komaru & Konishi 1996)De plus, la quantitd relative d ADN
contenu dans le noyau de spermatozo des biflagel|@sest identique celle des cellules
somatiques (Komaru et al. 1997, Komaru & Konishi 1999, Park & Chung 2004). Au sein des
Bivalves, les spermatozo des biflagel|@s sont uniques aux corbiculidds androgdn@tiques
(Byrne et al. 2000, Kraemer 1983, Komaru & Konishi 1996). Leur morphologie est modifide
par rapport au type de spermatozo de ddcrit pour laplupart des bivalves. Ce dernier est
monoflagel 1@ et considdrd comme ancestral et primit Hormis le second flagelle, les
modifications sont une t(Ete allongde et une structe ailJe e long des flagelles (Komaru &
Konishi 1996), qui n apas pu (Etre observde dans dee Gtude. Ces modifications pourraient
augmenter | efficacitd de flagellation et |a p@nciition dans les oocytes.
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Mais ces changements morphol ogiques semblent surtout (Etre associ@ds au mode de
reproduction sp@cialisd qu est | androgent-se. En dkt, au sein du genre Corbicula, onn a
jusqu prdsent observd des spermatozo des biflagel @s que chez les palourdes
androg@n@tiques (Komaru & Konishi 1996). Nanmoinges m@dcanismes @vol utifs sous-
jacents | apparition de ces spermatozo des chez | es lign@es androg@ndti ques restent
inconnus.

La pr@dsence de spermatozo des biflagel|ds, mEme glepies uns, dans toutes les popul ations
europ@ennes de pal ourdes asi atiques Jtudi Jes sugge gue | androgentse est leur mode de
reproduction. Une @tude prdcBdente (M arescaux 2010n@moire) a notd la prdsence de
spermatozo des biflagellds chez les trois morphotypes fran ais Gtudids R, RIc et S.

Finalement, nous avons observ@ des juv@niles, parfis mesurant moins de 10mm, prdsentant
des spermatozo des. Cette observation confirme la maturit@ sexuelle trk.s prdcoce chez
Corbicula.

Quel que soit le gk-ne considdrd, nos haplotypes cowrent trois lign@es mitochondriales
phylog@n@tiquement distinctes (Figures 15 et 17). &f de rares exceptions au sein de chacune
de ceslign@es, tous les individus de toutes |es pgul ations Gtudi @es sont identiques pour le
gt-ne envisag® et appartiennent  un morphotype donrd. Nous nous devons d insister sur ce
rddsultat marquant: en Europe, on n observe pas de \eriation gdndtique au sein d un
morphotype donn@ correspondant une lignde mitochadriale particulit.re. Par exemple, tous
les individus du morphotype R posst.dent e mEme hdotype mitochondrial qui est
exclusivement associ@d ce morphotype R, cette obsarvation Gtant vrai pour les autres formes
europdennes. Ce manque de variation gdndtique avalld] @@ constatd auparavant (Renaret
al. (2000), Marescaux 2010, Pigneur et al. subm.). Au contraire, Pfenninger et al. (2002) ont
trouvd 43 haplotypes COI diff@rents pour 61 individs. Ndanmoins, Pigneuret al. subm.,
aprk.s avoir aignd leurs s@quences avec celles deflenninger et al. (2002) montrent que ces
dernitres prdsentaient de nombreuses ambig it@ds, ntamment au niveau de leur contenu en
bases inddtermindes (N). Ce manque de variation asein d une ligndeCor bicula a @gal ement
OtD observ@d chez les formes invasives am@ricaineSi(ipattrawan et al. 2000, Lee et al. 2005).

On observe auss une forte similitude de s@quencesentre les diff @rents haplotypes europdens.
Cette faible diversitd mitochondriale suggtre que es trois formes ont divergd rdcemment, ce
gue nous avons confirm@ en appliquant le principe e | horloge mol@culaire la phylog@nie
basde sur le gk.ne COI. Renarckt al. 2000 avaient ddj obtenu des dates de divergence entre
les formes europ@ennes similaires aux n tres. Cette similitude de s@quences peut (Etre
g@ndralisde toutes lesformes d€orbicula dul aquicoles, ce qui justifie lesfaibles valeurs
de bootstrap obtenues en construisant la phylog@nie partir de COI (Figure 17).

Notre |aboratoire a @t un des premiers sdquencere gt-ne du Cytochrome b deCorbicula.
Yamada et al. 2010 ont @galement utilisd les sdquences du gk-ne € pour Studier les
relations entre C. fluminea et C. leana au Japon. Ces auteurs montrent que ces palourdes qui
avaient @t ddcrites comme des esptces diffdrentksprt s leur ph@notype ne sont en fait pas
distinguables du point de vue g@n@tique. Cette Bt ette donc un doute suppl@mentaire sur la
taxonomie du genre Corbicula et confirme qu une classification de ce genre uniqguement
basde sur la morphologie est totalement biaisde.
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Notre analyse des si@quences du gt-ne mitochondrial @t b nous permet de confirmer ce qui
avait @t auparavant ddmontrd pour le gk.ne COI :gddsence de seulement trois hapl otypes
distincts en Europe (Renard et al. 2000, Marescaux 2010, Pigneur et al. subm.) ainsi que la
dominance delaforme R (Pfenninger et al. 2002, Marescaux et al. 2010, Pigneur et al.
subm.). N@anmoins, selon le gk-ne envisagd, larelabn entre ces trois ligndes diffL.re
|@gt-rement. En effet, st on considire le gk-ne Cyt,lba forme RIc est l1a plus proche de laforme
R, adorsqu elle est plus proche de laforme S selon la phylog@nie par COI. Ceci pourrait (Etre
d3 des diffdrences dans les processus de substitutions (Synonymes et non-synonymes) entre
les deux gtnes. Pesoleet al. (1999) ont mis en @vidence une grande variabilitdles taux de
mutations entre divers gt-nes mitochondriaux chez les mammiftres. D aprts leurs rdsultats, il
semble que le taux de substitutions non-synonymes soit celui qui difft.rele plus entre les
gtnes, les gt nes cytochrome oxydase @tant ceux @vabnt e moins rapidement. N@anmoins, il
faut remarquer quele n ud liant lesformesRIc et S dans la phylog@nie bas@de sur COI n est
pas supportd par de hautes valeurs de bootstrap.

Pour la phylog@nie COI, nous avons inclus des si@quaces du gt-ne COI deCorbicula obtenues
vialabase de donn@es GenBank (Annexe 11) dans lebut de caractdriser les relations entre les
diff@rents haplotypes rencontrds dans le monde. Déa on trt. s int@ressante, nous avons pu
constater que les mEmes hapl otypes sont trouvds efturope et en Am@rique, dans| aire
dinvasion, ainsi qu en Asie, dans| aired origine du genre Corbicula. Ceci avait ddj @td, en
partie, rdvdl D par de prdcddentes Btudes (Sirigatan et al. 2000, Hedtke et al. 2008).

LaformeR, semble GEtre lalign@e la plus communen Europe. En effet, nous observons une
beaucoup plus grande frdquence de | haplotype lid ce morphotype (74% des individus

Gtudi @s gdn@tiquement). De fa on remarquable, lafime A, parfaitement identique du point de
vue mitochondrial laforme R, est prddominante sur le continent am@ricain (Leeet al. 2005).
Celapourrait (Etre df3 une plus grande capacit@ dcadaptation @cophysiologique de cette lignde
qui aenvahi | Am@rique du Nord et | Europe et qui peut atteindre des densit@ds trt s Jlevdes
certains endroits (jusqu 10.000 individus/mt (Cataldo & Boltoskoy 1999)). Laforme R
pourrait probablement (Etre lapremitre avoir envhi | Europe. Une prdcddente Gtude de
Marescaux et al. (2010) a @tudi@ le genr€orbicula dans tous les bassins hydrographiques
fran ais et @galement constatd que laforme R Gtailta plus courante ainsi que la plus largement
distribude, alors que les autres formes Jtaient recontrdes en des lieux bien ddlimitds.

Par alleurs, les haplotypes R (H1) et Rlc (H2 ) semblent trk.s proches ou identiques, d un
point de vue g@ndtique, desformes retrouvdes e sie (Park & Kim 2003) et en Am@rique
(Siripattrawan et al. 2000, Hedtke et al. 2008) (Figure 17). Ceci suggtre que certaines formes
asiatiques natives ont Gt capables d envahir | Am@gue et puis| Europe et sy d@velopper
soit en raison d une plus grande tol@rance @col ogige ou parce qu eles Gtaient originellement
@tablies dans des zones favorisant | apparition d espt.cesinvasives: cours d eau og le trafic
fluvial est intense, lieux condensant des activitdshumaines Laforme S europdenne

similaire laforme C am@ricaine ne rencontre aucune correspondance en Extr@Eme Orient
(Park & Kim 2003). Cette forme europ@enne S pourrat ndanmoins partager | haplotype
mitochondrial d une espt_ce native d Afrique, d Asie centrale et du Moyen-Orient, rdgions qui
n ont pas Gt@ GtudiBes dans ce m@moire.

Les formes am@ricaines et europ@ennes partagent Gtement diverses propridtds biologiques
telles que des spermatozo des biflagel|ds et une pasible triplo die (Tableau 8, Lee et al. 2005,
Hedtke et al. 2008, Skuza et al. 2008). Tous ces rdsultats co ncident avec | hypothse selon
laquelle le genre Corbicula serait arrivid en Europe par les eaux de ballast deshateaux en
provenance des Am@riques (Bachmann 1997, Renard etal. 2000). Cependant, il faut signaler
quil ny apas de reflet ph@notypique particulier de cette proximitd entre les formes
europ@ennes et am@ricaines, sauf pour les formes Aet R.
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Notre phylog@nie construite partir du gkne COI, @mme le rdseau d haplotypes, ne montre
aucun regroupement g@dographique au sein de genreCorbicula. Ceci reflt te ladistribution
cosmopolite du genre (Pigneur et al. subm.). Cependant, soulignons que les clades observds
semblent clairement correspondre des prdf@rencegdcol ogiques diff@rentes, les formes
estuariennes divergeant des formes dul aquicoles. C. japonica est laseule espt.ced eau

saum tre repr@sent@eici, mais | espkce chinoiseC. fluminalis, distincte de C. fluminalistelle
gue ddcrite en Europe, est | autre reprdsentant conu de ce groupe (Park & Kim 2003).
Toutefois, Korniushin 2004 suggt re que ces deux d@ominations pourraient (Etre synonymes
et ddcrire lam@Eme esptce.

Au sein du clade d eau douce, les formes exclusivement lacustres forment un groupe bien
distinct. En effet, les corbicules indon@siennes exclusivement lacustres, C. anomioides, C.
matannensis, C. loehensis et C.possoensis, forment un groupe monophyl@tique avecC.

sandai, une espt.ce end@mique du lac Biwa au Japon (Glaubecht et al. 2003). Lar@partition
des corbicules indondsiennes et des autres clades Figure 17) suggtrent que ladiversitd de
squences au sein du genreCorbicula est lide | @cologie et non  la gdographie ou aumode
de reproduction. En effet, ces espt ces indon@dsienne prdsentent une reproduction particulitre :
elles sont sexu@es mais incubent leurs larves (Gladorecht et al. 2003). N@anmoins,C.

javanica et C. subplanata, d autres reprdsentantes de ces esptces sexudes,esgroupent avec
des formes androg@n@tiques, respectivement dans Ieluster delaforme R et celui de laforme
Rlc (Figure 17). Par contre, ces esptces ne sont pas strictement lacustres et peuvent vivre

auss bien dans des lacs que dans des cours d eau, comme leurs consoeurs europ@dennes et
am@ricaines (Glaubrechtet al. 2003). De plus, C. sandai est e seul repr@sentant connu des

pal ourdes asiatiques sexudes d eau douce ne montrart pas d incubation. Ndanmoins, €lle est
phylog@n@tiquement trk.s proche d espt ces ayant unesproduction diff@rente mais vivant dans
des milieux identiques.

Enfin, notre phylog@nie d@montre clairement que | adrogent_se est apparue ind@pendamment
au sein de chacun destrois principaux clades dul aquicoles non lacustres. Ce mode de
reproduction au sein du genre Corbicula est donc polyphyl@tique. Ceci confirme ce qui avat
Ot@ observ@d auparavant par Hedtket al. 2008.

Le clade d eau douce inclut donc des lign@es sexuds et androgdndtiques. Les ligndes sexudes
sont restreintes ladistribution native alors que les formes androg@nditiques se sont dispersdes
avec succks depuis leur aire d origine en Europe et aux Am@riques. De plus, on constate que
seule unefaible fraction de la diversit@d gdn@tiquar@sente en Asie est retrouvde dans | aire

d invasion. Ceci indique que | androgent.se pourrait donc favoriser | invasion (Pigneur et al.
subm.).

Bien quelesloci d ADN mitochondria soient souvent utilisds lors d @tudes phylog@n@tiques,
seuls, ils ne sont pas pertinents pour | Gtude d une espt ce androg@n@tique commeorbicul a,

en raison des possibles mismatchs ADN mitochondrial/ADN nucl@aire (voir chapitre 1,

section 3.6). Afin d Gclaircir les relations phylogdn@tiques entre |es pal ourdes asiatiques du
genre Corbicula, il est imp@ratif d @galement sdlectionner des megueurs nucl@aires. Nous
avons opt@ pour les microsatellites en raison des rombreux avantages qu ils prdsentent:
codominance, neutralitd face |a s@lection, grandpolymorphisme, facilit@ de ddtection (Reece
et al. 2004).
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Les microsatellites ont @t@ beaucoup utilisds au Be des bivalves (Bierne et al. 1998, Geist et
al. 2003, Reece et al. 2004, Zhang et al. 2005) et m@Eme chez des bivalvesinvasifs d eau
douce comme la moule quagga Dreissena rostriformis (Therriault et al. 2005). Ndanmoins,
notre laboratoire est le premier avoir ddvel opp@des marqueurs microsatel lites sur les
palourdes du genre Corbicula (Pigneur et al. subm.). Auparavant, leur ggnome nucl@aire avait
DD caract@risd par des gk nes nuclJaires multi-&si28S et ITS-1) ainsi que du typage

d allozymes (Renard et al. 2000, Park et al. 2002, Pfenninger et al. 2002, Lee et al. 2005,
Hedtke et al. 2008)

Nos analyses des marqueurs nucl@aires confirment lgpr@dsence de trois ligndes de palourdes
asiatiques en Europe, dgj constat@e gr ce |a phylog@dnie mitochondriale. On constate,
@tonnamment, qu au sein d une m@&Eme forme, absolumentous | es individus prdsentent
exactement les m@Emes alt.les. Pour simplifier, toukes individus appartenant  une mEme
lign@e nuclJaire (gdnotype) sont des clones parfaitchacun Gtant associd un haplotype
mitochondrial particulier. Ceci indique une absence de divergence g@n@tique entre les

popul ations europ@dennes deCorbicula appartenant  la m@Eme forme, qui pourrait Etre mesen
relation avec le mode de reproduction de ces animaux (Pigneur et al. in press). Par ailleurs,
cette surprenante identit@ de marqueur n est pas limitde aux seules formes europ@dennes. En
effet, les dix marqueurs microsatel lites utilisds @ns cette Gtude permettent Ggalement la
discrimination des formes am@ricaines. On constateque lesindividus de laforme A
am@ricaine prdsentent exactement les mEmes allt.Igge ceux de laforme R europ@ennes
(Pigneur et al. in press). Toutefois, cette observation doit (Etreconfirm@e sur un plus grand
nombre d individus am@ricains mais semble, d ores & dgj , parfaitement confirmer les
r@dsultats obtenus pour e gdgnome mitochondrial (Figre 17) et semble suggdrer que le mEme
cloneinvasif se retrouve en Am@rique et en Europe(Pigneur et al. in press). Par contre, les
formes B amd@ricaines et RIc europ@ennes, dont |es gplotypes ne diffL.rent que d une paire de
bases, ont des gdnotypes ainsi que des morphotypesirts diff@rents (Pigneuret al. in press).
DLslors, Pigneuret al. subm. suggtrent que ces formes pourraient partagerle mEme ADN
mitochondrial cause de | androgent.se et du parasi tisme des ufs mais descendraient de
lignDes paternelles diffdrentes.

De tels cas @tonnants de non variabilit@ des marquers microsatellites ont @td observds chez
certaines autres espt.ces. Chez |le puceron du melonAphys gossypii, au sein d une mEme
classe g@notypique, tous les individus prdsentent xactement les mEmes marqueurs
microsatellites (Fuller et al. 1999). Schilder et al. (1999) ont constat@ le mEme ph@nomt.ne
chez lafourmi Platythyrea punctata. Ndanmoins, mEme si plusieurs populations ont &t&
@tudides pour les deux esptces prdcdentes, |a dibiution gdographique investigude Stait
assez rdduite. Elle comprenait uniquement le Sud dela France dans le cas d A. gossypii, une
partie des Cara bes et |la Floride dans le cas de P. punctata. De ce fait, on ne peut pas ddcrire
d espt.ce animale chez qui | absence de diversitd g@dtique est s abondamment et largement
distribude (Europe, Am@rique, Asie ?) que dans le gnre Corbicula. De manitre @galement
intdressante, la majoritd des escargots d eau doucele | espt.ce Melanoides tuber culata
prdsentant un morphotype donn@ ont le mEme gdnotyfigamadi et al. 1999). Ceci est une
situation similaire celle des palourdes asiatique s du genre Corbicula, dans laquelle un
morphotype est associ@d un gdnotype particulier, bus les individus Gtant des clones parfaits
au sein d un m@Eme groupe (sauf exceptions, voir pls loin). I est important de souligner que,
comme les corbicules, tous les animaux prdcddemmentitds se reproduisent en partie de
faon unisexu@e. A ¢ t@ d une reproduction sexu@de nctuelle, ils sont tous capables de
parth@nogent.se. Ce qui renforce encore le lien ente reproduction non sexu@e et uniformitd
gdndtique.

Les marqueurs microsatellites utilisds dans cette @ide ont Gt d@vel oppds sur laforme R
(Pigneur et al. in press). On constate toutefois qu ils peuvent e amplifids et exploitds chez
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les autres formes europ@ennes RIc et S. Ceci renforce lafaible diversitd g@ndtique entre ces
lign@des et | hypothtse selon laquelle elles aurai et divergd rdcemment.

Les microsatellites sont des marqueurs frdquemmentutilisds pour Gtudier |a structure
g@n@tique d une population (Balloux & Lugon-MoulirR002). Ces Jtudes de |la g@ndtique des
popul ations permettent de caract@riser | @volutiord une population, par exemple de
d@terminer la migration ou encore le niveau de congnguinit@ au sein de cette population. Des
logiciels, tels qu Arlequin (Excoffier et al. 2005) et GENETIX 4.05 (Belkhir et al. 1996-
2004) permettent de calculer les indices standards de g@n@tique de population. Ceslogiciels
proct.dent, entre autres, des F-statistiques @valant la diversitd gdn@tique au sein d une
population (Weir & Cockerham 1984). Ceslogiciels peuvent encore v@rifier si | @quilibre de
Hardy-Weinberg est respectd au sein d une populatian. Cependant, au sein de chacune des
popul ations de Cor bicula @tudides dans ce m@moire, tous les individus partent exactement
les mEmes allt|es. Cette caract@ristique vrai semidbbement inh@rente aux palourdes asiatiques
androg@n@tiques du genr€or bicula rend toute analyse de la gn@itique des popul ations
inutile. Laseule analyse lagquelle nous pouvons p rocdder est | @valuation des distances
g@n@tiques entre ces populations (Annexe 16).

L analyse microsatellite nous a @galement permis demettre en @vidence des ph@nomt.nes de
mismatch cytonuclJaire (Hedtke & Hilis 2011). En efet, | individu Dbl du Doubs prdsente
un haplotype mitochondrial Rlc, un gdnotype R et unmorphotype R, tandis qu on observele
contraire pour | individu Gard 2. Chez les formes am@ricaines, de telles disjonctionsont Jtd
observdes entre lesformes A et B (Leeet al. 2005, Hedtke et al. 2008) ainsi qu entres les
formes C et B (Lee et al. 2005). En Europe, un tel ph@nomtne a @galement dBservd entre
lesformes R et S vivant en sympatrie dans le Rhin (Pfenninger et al. 2002) ainsi qu entre ces
mEmes formes dans la Seine et dans laMeuse (Pigneuet al. subm.). C est donc la premitre
foisici qu on observe une digonction gdnome nucl @ire/gdnome mitochondrial entre les
formesR et Rlc. Dans larivitre Doubs, ces formesvivent en sympatrie, condition ndcessaire

| apparition d une digionction. Ces disjonctions sont dues au ph@nomtne du parasitisme des
ufs: le sperme androg@n@tique a la capacitd de paesiter les oocytes d espt.ces ou de formes
proches pour profiter des nutriments maternels tout en Gtant capable d en expulser le gdnome
nucl@aire. Lafemelle de | autre esptce sert alorgde mtre porteuse, comme c est |e cas chez
les phasmes du genre Bacillus (Grebelnyi 2009). Entre formes proches, cette capacit@ conft.re
deslors cellesqui sont androg@n@tiques un avardge par rapport celles qui sont sexudes.
Au vu des mismatchs cytonucl@aires ddcrits au seiru genre Corbicula, on peut suggdrer que
le ph@nomtne de capture d uf se produit entre toutes formes vivant en sympatrie et n est pas
limitd certaines formes particulitres.

Chez un genre androg@n@ti que commeor bi cula og des mismatchs cytonucl Jaires (Hedtke &
Hillis 2011) apparaissent, il est impQratif de combner des donn@es mitochondriales et
nucl@aires afin de discriminer lesindividus. L AFCnous a permis de trouver certains alltles
discriminants (Figure 20). N@anmoins, |e gdnotypagest coldteux et prend du temps. Comme
solution cesinconv@nients, Pigneur et al. in press ont montrd qu une simple visualisation sur
gel del amplification du locus CIC08 permet de dif f@drencier les gdnotypes des diff@rentes
formes europ@ennes ainsi que laforme B am@ricaineCette visualisation sur gel doit toutefois
(Etre coupl@e avec une analyse traditionnell e des lgotypes mitochondriaux afin de mettre en
@vidence les mismatchs noyau/mitochondrie.

Si on se penche sur | h@t@rozygotie des popul ationsdtudides, on constate que, pour les |oci
envisagds, lesformes R et S (respectivement 6/11 ¢ 7/11 loci h@t@rozygotes) semblent plus
h@t@rozygotes que laforme RIc (4/11 loci h@tdrozytgs). Ceci pourrait expliquer pourquoi
cesdeux premitresformes sont les plus rdpandueen Europe. En effet, | hdt@rozygotie au
sein de ce genre se reproduisant par reproduction clonale serait, avec de potentielles
hybridations et captures partielles de gdnome (voirchapitre 5, section 3.3), la seule variabilit@
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gdndtique. Cela permettrait @galement de masquer $allt.|es rdcessifs ddI Btk res. Ndanmoins,
on ne peut tirer de telles conclusions @tant donnde trt_s faible nombre de marqueurs analysds
| @chelle du gdnome. De plus, certains n ont pas@t@ amplifids ou ont donn@ des rdsultats
ambigus chez certains individus notamment ceux prdentant une disjonction (Tableau 12). I
serait cependant int@ressant de comparer | h@t@rozyotie des pal ourdes asi atiques asexudes
avec celle des sexudes. En effet, on sattend observer une augmentation de | hdt@rozygotie
dans les lign@es asexudes. Cette plus grande h@dt@ygotie a deux raisons principales. Tout
d abord, une hdtdrozygotie importante peut surveniisi |es ligndes asexudes proviennent de
| hybridation de deux espt ces relativement diff@reides. Ensuite, | effet de la divergence
mutationnelle est unanimement reconnu. Au sein des ligndes asexudes, |les deux ou plusieurs
altles d un m@Eme locus @voluent inddpendamment acumulent des mutations diff@drentes
au cours du temps. Les microsatellites, en particulier, ont un haut taux de mutation (Birky
1996). D aprts Birky (1996), la divergence entre les diff@rents allt.les d un locus permet
d estimer | ge des ligndes asexudes.

Tous lesindividus de la Seine @tudi@s ici montrentin ph@notype trt.s atypique mixant des
propridt@s morphol ogiques des deux formes R et S. Klanmoins, ces individus ont exactement
les mEmes sdquences des gk-nes mitochondriaux que farme S. Sur base de notre analyse
g@n@tique se basant sur les gk-nes mitochondriaux,es individus de la Seine appartiennent la
lignde delaforme S, mais pas du point de vue morhologique ni du point de vue des
marqueurs nucl@aires. [Is montrent, en effet, desdlt les lafoisdelaformeR et delaforme
S. Comme citd dans |la section prdc@dente, dans lesgre Corbicula, des mismatchs
morphotype/g@nome mitochondrial avaient dgj tD detts (Lee et al. 2005, Hedtke et al.
2008, Pigneur et al. subm.), ceux-ci correspondent aux digonctions entre le mat@riel
g@n@tique nuclJaire et le matdriel gdn@dtique mitmadirial que nous avons observdes. Dans
les Btudes prdcddentes, des individus ayant e mohotype d une forme pr@dsentai ent

| haplotype mitochondrial d une autre forme mais on n observait jamais de morphotype
interm@diaire entre deux formes. Seuls Pfenningeret al. (2002) ont observd un ph@nomt.ne
similaire au n tre. Sur un certain tron on du Rhin oglesformesR et S vivent en sympatrie,
les auteurs ont trouv@ des individus du morphotypeR, du morphotype S, mais @galement des
individus pr@dsentant un morphotype interm@diaire. dus ces individus sont groupds en
seulement deux clades d haplotypes mitochondriaux, | un associ@ au morphotype R et | autre
au morphotype S. Par contre, ces individus sont groupds en trois g@dnotypes, chacun
correspondant un morphotype particulier (Pfenning er et al. 2002).

Nos individus de la Seine prdsentent un gdnotype mi@t des alltles desformesR et S. De
plus, | individu Uk3 du Royaume-Uni, bien que d un ph@notype et d un haplotype
mitochondrial complttement similaires ceux delaforme R, prdsente des altles nucl@aires
mixtes entrelesformesR et S.

Ces gdnotypes interm@diaires peuvent (Etre le rdsaltl une hybridation entre les deux formes.
L hybridation peut paratre improbable chez ces individus trt.s certainement androg@n@ti ques.
En effet, lors de | androgentse, le g@nome maternelest toujours expul s@. Ndanmoins, Komaru
et al. 2006 ont observ@d chez de rares individus deC. fluminea des f@condations tout fait
semblables celle des esptces sexu@es. Dans ce cas |e fuseau mdiotique alamEme
orientation que lors d une reproduction sexu@de, cequi prdvient | expulsion du matdriel
g@n@tique maternel. Les pronuclel m le et femelle snt donc formds. Cette f@condation
aberrante pour | androgent_se pourrait contribuer la maintenance de lalign@de maternelle
(Komaru et al. 2006). De plus, Hedtke et al. (2008) ont ddcrit des ph@nomt nes de parasitisme
des ufs et de capture partielle du gdnome maternel lorsde | androgent.se. Sily a
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effectivement une extrusion incompltte accidentel ledu gdnome maternel aprt.s f@dcondation
d un ovule par un spermatozo de androg@n@tique d ure autre forme de Corbicula, on
assisterait une capture partielle du ggnome nucl@ire maternel, la descendance h@ritant

d ADN nucl@aire des deux parents.

Dans ces deux cas, il serait intdressant d investiguer la plo die de ces individus hybrides et de
lacomparer avec celle des individus de chacun des formes concern@es vivant dans la m@Eme
population. En effet, | hybridation comme | extrusi on partielle du g@nome maternel
causeraient une Jl@vation de laplo die (Komarwet al. 2006, Hedtke et al. 2008). De fait, par
rapport lasituation normale dans | androgent-se, cesindividus h@riteraient de chromosomes
suppl@mentaires.

Les deux ph@nomtnes d hybridation, bien que rares Hedtke et al. 2008), sont possibles pour
lesindividus interm@diaires de la Seine, puisque esformes R et Sy vivent en sympatrie
(Marescaux et al. 2010), condition pr@dalable | hybridation comme au parasitisme des ufs.
Cependant, en Grande-Bretagne, seule laforme R ddcite comme C. fluminea semble avoir
OtD r@dpertoride (Elliott & zu Ermgassen 2008) alags Uk3 posstde des allt.les des formes R
et S. Il faudrait donc investiguer la distribution du genre Corbicula en Grande-Bretagne. On
peut, en effet, exclure des erreurs d analyse expli quant le pattern g@ndtique de cet individu.
Tant du point de vue mitochondria que du point de vue nucl@aire, Uk3 a @td anaysid deux fois
en obtenant toujours le mEme rdsultat. Ndanmoinspane peut pas rejeter | hypotht-se d une
potentielle contamination lors de | extraction d AD N de cet individu. Il faudrait dk.slors
analyser de nouveau cet individu aprt.s une nouvelleextraction.

Defaon int@ressante, le ph@notype de | individu Lk3 ne permet pas de prddire une
potentielle hybridation. Ce sp@dcimen semble, en eftt, exactement pareil aux autres
reprdsentants du morphotype R. On pourrait parler dhybridation cryptique (Pfenninger et al.
2002).

Les diff@drents « hybrides » de cette @tude montrentles hapl otypes de formes diff@rentes,
| haplotype S pour les interm@diaires de la Seine & | haplotype R pour Uk3. Ceci indique que
chacune de ces formes peut servir de femelle parasitde.

L hybridation est rendue possible par lafaible divergence gdndtique entre les trois formes
europ@dennes. DE.slors, Pigneuet al. subm. suggtrent queCorbicula en Europe peut Etre
considdr@d comme un complexe d esptces polymorphiqueomprenant trois groupes distincts.

Les individus polyplo des sont couramment identifi@ par comptage des chromosomes et/ou
en quantifiant leur contenu en ADN. Le caryotypage, lacytom@trie de flux ainsi quele
densitom@trie Feulgen sont largement utilis@ds danses buts. L avantage du caryotypage est
qu il donne des informations sur la structure des chromosomes et permet de ddtecter de

| aneuplo die. Chez Corbicula, laplo die ou tout au moins la quantitd d ADN addj @td
dditerminde par plusieurs techniques diff@rentes otit d abord, la microfluorom@trie (Komaru
et al. 1997, Komaru & Konishi 1998), ensuite le caryotypage (Komaru et al. 1997, Park et al.
2000, Pfenninger et al. 2002, Leeet al. 2005, Skuza et al. 2009). Ndanmoins, la cytom@trie
de flux peut @galement (Etre envisagde comme celad®d] Gt@ fait chez divers autres bivalves
(Guo & Allen 1994, Rodriguez-Juiz et al. 1996).

Les rdsultats obtenus par caryotypage dans cette @ide ne permettent pas de ddterminer avec
certitude laplo die delaforme R en Meuse, faute de m@taphases exploitables. De plus, nos
r@dsultats suggtrent deux plo dies possibles : de ldriplo die et de ladiplo die (Figure 22).
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Komaru & Konishi 1999 ont obtenu des rdsultats simlaires chez C. fluminea dans le fleuve
Keelung Taiwan ogils observent des sp@cimens triplo des et diplo des (Tableau 7). En
comparaison, Pfenninger et al. (2002) ont trouvd dans le Rhin des individus de laforme R
diplo des. Toutefois, on rencontre en Europe des palourdes triplo des de laforme S en

Pologne (Skuzaet al. 2009). Les r@dsultats de ce m@moire, en particulietes 3 allt.les observds
pour le locus CIC08 dans laforme S, vont dans la m@Eme direction que ceux de Skuzaet al.
20009. De plus, lors de | analyse des microsatellites, nous avons constatd que le locus CIA03
prdsentait 3 allt.1es chez tous les individus de ldorme R @tudids. Ceci est donc une indication
detriplo die. Les autresloci pourraient @galement(Etre triplo des. En effet, |le gdnotypage tel
que nous | avons effectud ne permet pas de ddnombreles allt.les si ceux-ci sont similaires. En
rdsumd, si un organisme triplo de est homozygote un locus, nous n observonsqu un pic la
taille donn@e et non trois. Il parat logique d observer de la polyplo die chez ces organismes
reproduction clonale, comme | androgent.se. En effet, la polyplo disation, en fournissant des
gt-nes dupliquds, pourrait assurer ladiversificatio mais aussi avoir un effet de dilution des
mutations ddl Btk res (Comai 2005).

Les deux plo dies possibles peuvent (Etre expliqudepar e fait qu au sein de la population de
laMeuse, tous lesindividus ne pourraient pas avoir les mEmes nombres de chromosomes.
Cette h@tdrogdn@itd de plo dies dans une populatipourrait avoir pour cause la coexistence
de palourdes d origines diff@drentes ou encore | hylridation et la capture partielle du gdnome
maternel lors de | androgent-se, comme indiqudd danda section prdcddente (Komaret al.
2006, Hedtke et al. 2008). Les raisons qui viennent d (Etre citdes pourient @galement
expliquer des variations de plo dieau sein d un individu et (Etre lides notre choix de tissu
utiliser. Rappelons, en effet, que les larves de Corbicula androg@n@tique sont incub@es dans
les branchies. Or, suite une hybridation, les cel lules du parent et des enfants pourraient avoir
des nombres de chromosomes diff@rents.

Bien que notre exp@rience n ait pas Btd concluanteé| reste important de rdaliser des
caryotypes des diff@rentes ligndes du genr€orbicula. Tout d abord, le nombre et l1a
morphologie des chromosomes pourrait servir clari fier lataxonomie de ce genre (Skuza et
al. 2009). Ensuite, mettre en @vidence de la polyplo de ou une @l@vation de plo die au sein
d une population permet @galement de confirmer | androgent.se (Komaruet al. 2006). Dans
cette optique, les am@liorations apportdes notrgprotocole sont pertinentes. Le principal
progrks ridalisd est le passage |a culture cellulae. Defait, | index mitotique chez Corbicula
est trk.s faible (Skuzaet al. 2009). Cependant, nous ne pouvions pas choisir d analyser les
gonades, tissu connu pour se diviser plus, en raison de la plo die certainement diff@rente entre
les gamttes m les et les gamt_tes femelles (Komaru & Konishi 1999, Komaru et al. 2006).
De nouvelles modifications pourraient toutefois encore (Etre apportdes notre protocole
expdrimental. Tout d abord, | gjout d un fongicide dans le milieu protk.gerait mieux nos
cultures des contaminations. Ensuite, une synchronisation des cultures cellulaires pourrait
augmenter la probabilit@ d obtenir des cellules enm@taphase lorsqu on leur injecte la
colchicine.
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Tout au long de cette Btude, nous avons accumul@ deindications d une reproduction par
androgent_se chez les palourdes asiatiques du genreCorbicula en Europe. Nous pouvons dt.s
lors conclure avec une quasi-certitude que | androgent.se est leur mode de reproduction.

Premit.rement, nous avons observd des spermatozo desiflagel|ds rencontrds uniquement
chez les esptces androg@n@tiques au sein des pal odes asi atiques.

Deuxit- mement, les analyses gnditiques rdvt lent useucture polyclonale de la population de
Corbicula en Europe, structure trk.s probablement [i@ un male de reproduction non sexud.

Troisit mement, ces mEmes ana yses gdn@itiques ont sren @vidence des ph@nomtnes de
mismatch morphol ogie-g@nome nucl @aire/gdnome mitodmdrial. De telles observations sont
r@dvdlatrices du parasitisme des ufs chez des corbicul es androg@n@itiques (Hedtket al.
2008). Ajoutons qu au fil de cette Gtude, il nous est de plus en plus apparu que le parasitisme
des ufschez Corbicula n est peut-CEtre pas un ph@nomtne s rare quil n parat. En effet,
dans chacun des lieux Gtudi@s pour ce m@moire og thdrentes formes Gtaient trouvdes en
sympatrie, on observe une disjonction ggnome nucl dae/gdnome mitochondrial. Ce
parasitisme et |a potentielle capture partielle du gdnome maternelle qui en rdsulte permettrait
aux populations androg@n@tiques de gdnJrer de lawdrsitd gdndtique, Btant donnd que les
gdnomes nucl@aires maternel et paternel sont mE @sgque le gdnome nuclJaire paternel se
retrouve associd un nouveau g@nome mitochondrial De plus, en termes de stratdgie,
parasiter | ovule d une autre forme permet d @conomiser des ressources alloudes la
reproduction.

Quatrit mement, le caryotypage aurait @galement df3 ous renseigner sur le mode de
reproduction des corbicules en Europe. Ma heureusement, |es rdsultats de caryotype obtenus
dans ce m@moire ne permettent pas de renforcer | hypotht.se d androgent.se. Ndanmoins, de la
polyplo dieaddj @tD observde en Europe (TabledB, Skuza et al. 2009) et nous avons
observd des loci nucl@aires avec trois alt|es di@drents.

Pour encore appuyer | androgent_se, nous devrions nous pencher sur le contenu en ADN des
spermatozo des. En effet, les spermatozo des androg@n@tiques ont lamEme quantitd d ADN
que les cellules somatiques (Komaru et al. 1997, Komaru & Konishi 1999). Des @tudes
histologiques et cytologiques de la reproduction pourraient @galement nous aider confirmer
ce mode de reproduction, en visualisant | expulsion des chromosomes maternels (Komaru et
al. 1998, Komaru et al. 2000). De telles @tudes nous permettraient @galemet de visualiser que
seuls les chromosomes d@rivds du pronucleus m le costituent |la m@taphase de la premitre
division des zygotes (Komaru et al. 1998).
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Defaontout fat remarquable, il apparat dans cette @tude que tous lesindividus du genre
Corbicula en Europe ne prdsentent que trois g@notypes. Chaca de ces g@dnotypes est
logiquement associ@@ un morphotype mais @galement un hapl otype mitochondrial

particulier (sauf mismatch cytonucl@aire et hybridaion). Ajoutons que laforme R europ@enne
est absolument identique laforme A am@ricaine. Nous pouvons sans aucun doute parler de
superclones dans |e cas des palourdes asiatiques invasives en Europe et en Amdrique. Les
superclones sont des gnotypes prddominants au seird un taxon, largement distribu@s et
persistants dans le temps (Castaazdaet al. 2010). De plus, on constate que les @cosystt mes
dul aguicoles am@ricains et europdens ont BGt@ envahpar les corbicules androg@n@tiques, les
lign@des sexudes semblant retreintes leur aire d aigine.

Des superclones ont @galement @t@ ddcrits chez Ipsicerons du genre Aphis, notamment
Aphis gossypii dont on a discut@d dans la section 3.2 de ce chapite (Fuller et al. 1999,
Vorburger et al. 2003, Castassedaet al. 2010). Ces derniers, comme nous | avons soulign@
dans la section 3.2 de ce chapitre, se reproduisent par parth@nogentse.

Comment pouvons-nous expliquer la persistance et | abondance de ces superclones et ligndes
asexudes ? Bien que | asexualit@ apporte un avantge d@mographique imm@diat, on imagine
mal le maintien dans le temps de lign@es asexudes @ rapport leurs parents sexuds. Pour
cause, les espt ces sexudes auraient des avantages on ndgligeables en ce qui concerne une
adaptation rapide aux changements abiotiques et biotiques de | habitat (thdorie de lareine
rouge) et aux mutations ddl Jtkres (rochet de M g Gtant donn@ qu chaque g@ndration, de
nouvelles combinai sons g@ndtiques sont cr@ds et desutations sont a@atoirement Jlimindes
(Judson & Normack 1996, Vorburger et al. 2003).

Une distribution et une capacitd d invasion plus giandes pourraient (Etre dues une plus
grande efficacitd de reproduction des ligndes asexdes (Van Donincket al. 2002). De plus,
chez les asexu@s hermaphrodites, comme les corbicuks androgdn@tiques, |a col onisation est
favorisde par le fait qu un seul individu pourraitpotentiellement @tablir une nouvelle
population (McMahon 1991). En effet, chez Corbicula, | autof@condation est possible
(Kraemer et al. 1986). N@anmoins, le succt s de ces superclones petiaussi s expliquer par

leur possession d un g@notype « tout usage », un «General Purpose Genotype » (GPG) (Van
Doninck et al. 2002, Vrijenhoek & Parker 2009). Le terme GPG a @& proposd par Baker
(1965) pour ddcrire les gdnotypes prdsentant de Iges tol drances environnemental es menant
une distribution gddographique plus @tendue que cel de leurs parents sexuds (Vorburgeret al.
2003, Vrijenhoek & Parker 2009). Ces gdnotypes sontle rdsultat d une sdlection clonale dans
des environnements temporairement variables, sachant que chez |les organismes asexuds la
slection agit sur des interactions @pistatiques asein d un gdnome complet et non sur des
gtnesindividuels (Vorburgeret al. 2003, Vrijenhoek & Parker, 2009). DLs lors, aprt.s
plusieurs g@n@rations, la s@lection naturelle fixarcertains clones ayant une tol@rance plus
Jlev@e que lamoyenne (Vrijenhoek & Parker, 2009)Selon White 1973 in Vrijenhoek &
Parker 2009, ces gdnotypes seraient @ga ement partiulit rement plastiques ph@notypiquement,
remplaant ainsi le polymorphisme g@n@tique par desadaptations physiol ogiques.

Cemodtle de GPG est parfaitement applicable au gerre Corbicula, dans lequel seulement
trois clones asexu@s ont envahi et colonisd quasimet tous les @cosystt mes d eau douce en
Europe et probablement aussi en Am@rique pour | und entre eux.
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Trois lign@es ou formes de pal ourdes asiatiques dugenre Corbicula, au sein desquelles tous
les individus sont strictement identiques du point de vue mitochondrial et nucl@aire, ont
envahi | Europe avec succts. Bien qu elles semblent appartenir  un clade diff@rent au sein
des espt_ces dulcicoles, de possibles hybridations font que ces ligndes peuvent Etre
considdrdes comme appartenant  un mEme complexe pgmorphique d espt ces et pourraient
mEme reprdsenter une seul e espt_ce cryptique deorbicula. La grande similitude des
sidquences des gt-nes mitochondriaux et des g@@notypesucl Jaires entre ces ligndes
europ@ennes indique une divergence rdcente, estim@Zaomme datant du Pliockne.

Etonnamment, ces lign@es europ@ennes sont retrouv@aen Asie, dans la distribution native,
ainsi qu en Am@rique, | autre zone d invasion du genre Corbicula. Pour | uned entre elle
(Forme R/A), on peut sans aucun doute parler d un « superclone » qui aurait colonisd avec
succt s la quasi-totalitd de la distribution actuekk du genre. Ces lign@es invasives largement
distribu@des et ne reprdsentant qu une faible propaion de ladiversitd dans| aire d origine,
montrent en effet un mode de reproduction unisexudtrts particulier, | androgent.se. Ceci
suggt_re que | androgentse conftre un avantage non @gligeable sans doute gr ce un
avantage reproductif et la possibilitd qu un « clore prometteur » avec des tol@rances
environnemental es @levdes (« General Purpose Genotge ») apparai sse et soit maintenu.

De faon trk.s surprenante, ces formes europ@ennes nvasives sont toujours, sauf quelques
exceptions, une combinaison particulit-re d un morphotype, d un gnotype et d un haplotype.
Malgrd un morphotype propre une forme, le genre Corbicula est caract@risd par une grande
plasticitd ph@notypique. Cette diversitd ph@notypiget trt s certainement physiologique,
servirait compenser un extraordinaire manque de diversit@ gdn@tique au sein de ces ligndes.
Ce peu de diversit@ gdn@dtique est [id au mode degduction des ligndes europdennes. De
possibles « General Purpose Genotypes » expliqueraient la grande plasticitd ph@notypique
rencontr@e au sein du genreCorbicula en Europe. En effet, ces gdnotypes dominants
compenseraient le peu de pol ymorphisme g@nditi que pades adaptations physiol ogiques.

L androgentse peut @gal ement contribuer aux exceptons lartgle suivante chez les
corbicules invasives : un morphotype particulier est toujours associ@ aux mEmes haplotype et
gdnotype particuliers. En effet, le parasitisme des ufs avec ou sans capture partielle du
gdnome maternel associe un gdnotype-morphotype aveein haplotype mitochondrial diff@rent.
Bien que ce ph@nomtne complique davantage la taxonmie du genre Corbicula, il contribue,
avec | hybridation, lag@dn@ration de diversit@ gaitique. Le parasitisme des ufs pourrait
@galement favoriser | expansion des lign@es androg@ti ques en leur permettant d @conomiser
des ressources alloudes lareproduction.

L es formes europ@ennes pourraient @galement Etrapto des, ce qui, dans le contexte de
| androgent_se, peut leur conf@rer un avantage en asurant leur diversification mais auss en
diluant les mutations ddI it res.

En r@dsumd, nous pouvons affirmer que trois clonesd genre Corbicula, trk.s largement
distribu@ds, ont envahi | Europe. Ces clones tirentcertainement leur capacitd d invasion de
leur mode particulier de reproduction, | androgent. <, et de leurs larges tol@rances
@cologiques.
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Un des objectifs de ce m@moire @tait de ddtermindes routes d invasion du genre Corbicula
en Europe. Notre @tude phylogdographigue ne nous pemet cependant pas encore d affirmer
gue | invasion se soit rdalisde d Asie en Europe erpassant par les Am@riques commeil est
commun@ment pensd (Bachmann 1997, Renarett al. 2000). Cette incapacitd de tracer une
potentielle route d invasion provient de la similitude g@n@tique entre les formes europdennes,
am@ricaines et certaines formes asiatiques. De plus dans la distribution native, seule la
situation en Extr@Eme Orient est bien connue. 1l nod reste encore investiguer les populations
natives d Afrique, d Asie centrale et du Moyen-Orient, en se focalisant surtout sur les zones
frontalitres entre ladistribution native et | aired invasion telles que la Turquie ou le bassin
Ponto-Caspien.

Nous avions @galement comme objectif de ddtermineta plo die du genre Corbicula en
Europe. Au vu de prdcddentes Jtudes, de nos rdsulsale g@notypage et de caryotypage, nous
pouvons suggdrer que les palourdes asiatiques en Ewope seraient principalement diplo desou
triplo des. N@anmoins, cet aspect doit encore (Etrepprofondi en am@liorant les techniques de
caryotypage ou en passant d autres technigues com me la cytom@trie de flux. D@terminer la
plo die des lign@es invasives de manitre extensivenous permettrait de v@rifier | hypotht.se
selon laquelle les espt_ces polyplo des posstderai ert une plus grande capacitd d invasion que
les espt_ces diplo des (Skuzaet al. 2009).

D aprts cette Btude, il semble que | androgent_se sit indissociable voire ndcessaire au
caractkreinvasif des palourdes asiatiques du genreCorbicula. Cependant, il est possible que
certaines formes sexu@es soient @galement invasived| faudrait dt.slors v@rifier, plusgrande
@chelle, le mode de reproduction des formes invasi\es (morphol ogie des spermatozo des,

plo die, ). Une telle @tude nous permettrait d affi rmer ou d infirmer | hypothtse stipul ant
que | androgent_se reprdsente un avantage en termesd invasion. Dans ce contexte, il faut
souligner qu aucune @tude n ajamais compar@ | es lgn@des androg@nditiques avec les ligndes
sexudes, au point de vue de leurs tol@rances @col agues, de leur efficacit@d de reproduction,
Pour | instant, seule une possible autof@condationtend prouver que les formes unisexudes
sont mieux @quipdes pour Etre des envahisseurs etfices. |l reste donc anayser plusen
profondeur les popul ations sexu@es dans leur distrbution native et les traquer dans les zones
envahies.

Dans| avenir, outre approfondir | Gtude des zonesfrontalitres entre la distribution native et

| airedinvasion, il serait judicieux d investigue r | androgent.se dont on ne connait finalement
pas assez pour en comprendre son origine et son @vadution au sein du genre Corbicula. On

peut affirmer que ce mode de reproduction est associ@d  des spermatozo des biflagel|Js
(Komaru & Konishi 1996), un parasitismed ufset sescons@dquences (Hedtketet al. 2008)
ans qu une @l@vation delaplo die (Komaruet al. 1996, Hedtke et al. 2008). De plus, on
posst.de certaines indications sur les m@canismes cyologiques de | androgentse (Komaru et

al. 2000). N@anmoins, |es points ddvel oppds dans |esgpagraphes suivants doivent encore Etre
@claircis.

Tout d abord, ce m@moire ddmontre que la f@condatiod un ovule d une forme
androg@n@tique par le spermatozo de d une autre fame androg@n@tique est possible.
Toutefois, nous n avons pu, faute d @chantillons suffisants, @tablir une frdquence
d hybridation ni affirmer que les spermatozo desd une forme sont plus enclins parasiter les
ovules d une autre, ou encore si des spermatozo des androg@n@itiques sont capables de
parasiter des ovules de formes sexu@des. Dt s lors, li conviendrait d analyser les gdnomes
nucl@aires et mitochondriaux d un grand nombre d individus provenant de populations og
diff@drentes lign@es sont trouvdes en sympatrie. $in observe bien une forme plus encline
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parasiter les autres, il faudra alors se pencher sur les possibles mol@cules ou m@canismes
favorisant cette attraction. Le maintien de corbicules de diff@rentes formes dans un m@Eme
aguarium nous permettrait d observer la « m@caniqued accouplement » de ces animaux. I
semble cependant compliqud de faire se reproduire @s palourdes mais surtout de maintenir
leur prog@niture vivante en captivitd.

Ensuite, nous pourrions confirmer | androgentse par des @tudes histol ogiques et cytologiques
de laf@condation, en visualisant | expulsion des diromosomes maternels. De telles @tudes
nous permettraient @galement de montrer que seuls s chromosomes d@rivds du pronucleus
m |le constituent la m@taphase de la premit.re divisbn des zygotes.

Enfin, nous avons aussi mis en @vidence la prdsencele spermatozo des biflagell@s mais nous
sommes toujours incapables de ddcrire comment ils &nt form@ds. La premit.re Btape devrait
(Etre de rdcolter des spermatozo des qui seraient,ans nul doute, des spermatozo des matures.
Pour cefaire, il suffit de provoquer lafraie par une @l@vation de latempQrature. Si tous les
gamt_tes ridcoltds sont biflagel s, une Btude hisiglque ddtaillJe de |a spermatogentse
simposera afin de ddterminer comment apparat le scond flagelle et comment des
spermatozo des avec une plo die similaire aux cellules somatiques sont produits. En effet, des
prdcddentes Btudes prdsument que les spermatozo dbtflagellds ne sont pas rdduits. (Komaru
& Konishi 1996). Nous voudrions donc ddcouvrir le pocessus qui aboutit, partir de cellules
souches diplo des, aux spermatozo des m les diplo d es chez les corbicul es androg@n@tiques et
des gamt_tes m les haplo des chez les corbicules s exudes. En paralltle, il serait @ga ement
pertinent de v@rifier la plo die des spermatozo deshiflagel|ds androg@ndtiques en Europe 0g
de telles @tudes n ont jamais Gt mendes. Ceci paait Etre rdalisd par cytom@trie de flux.

Malgrd un Gclaircissement de la phylogdographie, da taxonomie et du mode reproductif du
genre Corbicula en Europe, il reste encore beaucoup de points Jlucider avant que ces
animaux ne nous r@vt lent tous leurs mystt res. Parmceux-ci, on peut citer |es m@dcanismes
d androgent.se et comment ce mode de reproduction ed viable long terme, les routes

d invasion de ces palourdes, la situation dans les zones de |a distribution native non encore
bien @tudiJes,

Parmi les perspectives citdes ci-dessus, certainesfont | objet d un nouveau projet doctoral de
notre unit@ de recherche.
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ANNEXES .

Annexe 1 : Origine et morphotype des populations de Corbicula Gtudi Jes.

Neufch tel

Pays Site Ann@e |Echantillonneur Morphotype
Espagne Bassin du Minho - @tangs 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) |]Interm@diaire
France Sane 2009 J. Mouthon R

France Sane 2009 JJ. Mouthon 5

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 @tudides a Marescaux

2010 (m@moire).

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, and place in 1,5 ml microcentrifuge tube.
Add 180 | Buffer ATL.

Add 20 | proteinase K. Mix by vortexing, and incubate at 56 C until completely
lysed. Vortex occasionally during incubation, or place in athermomixer, in a shaking
water bath, or on arocking platform. (Facultative: add 4 | RNase A and incubate at
room temperature for few minutes)

Vortex for 15s. Add 200 | Buffer AL to the sample. Mix thoroughly by vortexing.
Then add 200 | ethanol (96-100%). Mix again thoroug hly.

Pipet the mixture into a DNeasy Mini spin column in a2ml collection tube. Centrifuge
a 6000 g (8000rpm) for 1 min. Discard flow-through an d collection tube.

Place the spin column in anew 2 ml collection tube. Add 500 | Buffer AWL1.
Centrifugefor L minat 6000 g. Discard flow-through and collection tube.

Place the spin column in anew 2 ml collection tube. Add 500 | Buffer AW2.
Centrifuge for 3 min at 20000 g (14000rpm). Discard flow-through and collection
tube.

Transfer the spin column to anew 1,5ml or 2ml microcentrifuge tube, and add 200 |
Buffer AE for elution. Incubate for 1min at room temperature. Centrifuge for 1min at
6000 g.
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ANNEXES .

Annexe 4 : Composition du milieu de culture.

RPM1-1640 avec ph@nol red

15mM HEPES

10% FCS (feta calf serum)

2mM L-glutamine

100U/ml 100 g/ml P@nicilline-Streptomycine
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ANNEXES ‘

Annexe 5 : Graphiques annexes | Anayse en Composantes Prin cipales 1
(« nombre de stries/hauteur », « hauteur/largeur », « hauteur/@paisseur » et
« largeur/@paisseur »). A. Graphique (histogramme)des valeurs propres, B.
Cercle des corrdlations selon les composantes pringpales 1 et 2 et tableau

reprdsentant la valeur de ces corr@lations.

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
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ANNEXES ‘

Annexe 6 : R@sultats du Test t de Student inddpendant comparanla moyenne
des variables « nombre de stries/hauteur », « hauteur/largeur »,

« hauteur/@pai sseur » et « largeur/@paisseur »entrées morphotypes R et RIc
(anayse effectude sur lelogiciel 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 | Anayse en Composantes Princ ipales 2

[« nombre de stries/hauteur », log(hauteur), log(largeur) et log(@paisseur)]. A.
Graphique (histogramme) des valeurs propres, B. Cercle des corr@dlations selon
les composantes principales 1 et 2 et tableau repr@entant la valeur de ces

corrdlations.

- A
S/H Log(H) Log(L) Log(E)
B
SH
Compl Comp?2

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 : R@sultats du Test t de Student inddpendant comparanla moyenne de
la variable « nombre de stries/hauteur » entre les groupes de morphotypes R-
Rlc et S-interm@diaires Seine (analyse effectude sulelogiciel 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
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ANNEXES ‘

Annexe 9 : Analyses des sdquences du gt.ne mitochondrial Cytochome b (Cyt
b). A. Fragment amplifid du gkne Cyt b sur gel d agrose, B. Alignement des
sdquences desformesR, Rlc et S.

-
-

(( «

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

Sul-6 Po5-10 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
ATATTAGTTGATGAATGTGGGGCGGGT TTAGAGTAGGAGATGC TACT TTAARACGGTTTTTTGTTTTTCATTTTTTAGGTCCATTTATTTTGTTCATATT

110 1z0 130 140 150 180 170 120 130 z00
SRR IR IR [N R ISR IR [SUPRPNY [SRUUPU (PR NUPPI SUPNIS ISP [PUNPY INRPR R [N IUUPUIPNY IURUPN ISR
AGTTGGAATTCATATTATATATCTTCATGAAACTGGTTCTACAAATCCATTAGGGGTTAATAGGGATCCGGAAGCAATTCCTTTTCATAGGTATTATTTA

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
T AR GATT TGO TAGGGAT TT T T T TAAT AR T TAGGT T TTTAT T TT T TAT TTGTTT T T TAT TACCAGATCTATTTTTAGATCCGOTGRATTTTATTCCTG

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

Annexe 10: Anayses des sdquences du gt.ne mitochondrial Cytochome
oxydase sous-unit@ | (COI) A. Fragment amplifi@d dgtne COI sur gel
d agarose, B. Alignement des sdquences desformesR RIc et 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
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ANNEXES .

Annexe 11: S@quences accessibles sur GenBank du gt-ne mitochodria COl

d esptcesCorbicula et des 2 outgroups utilisdes dans cette Jtude.

Attribution taxonomique |Location Gtne Num@ro d'accessior
A Form USA COlI 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: Caract@ristiques des s@quences microsatellites Gtudes (la Pl G-tail est soulignde).

Locus | n accession GenBank |Motif rdp@dtd Amorces (5'-3) Mrphotype | taille de I'alltle (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
ClB03 HQ121491 (ac)s(agta); | F:IFAM-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)1s(ct)s F:FAM-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 13: Exemple d @lectroph@rogramme des rdsultats microsd lites

(Individu Tar3 - loci CO1 et C08).
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ANNEXES .

Annexe 14: Analyse factorielle des correspondances : tableau de donn@es.

L110 L112 | 114 L116 L173 L175 L179 L189 L190 L192 L194 L196 L198 L209 L213 L215 L219 L226 L228 L230 L233 L239 L260 L264 L274 L278 L303 L305 L311 L313 L315

R

Rlc

S
Seinel
Seine2
Uk3

O R kP OO R
O O O L Lk O
B Rk P OO R
O O O r KLk O
O R Rk B B O
R R R R R R
m O 0O O o r
m O 0O O o r
O O 0o O r o
m O O O o
m O 0O O o
O O 0O O r o
B Rk P OO0 R
Y = =l =]
O O 0 O R R
m O 0O O o B
m O 0O O o Bk
B R R RO R
R Rk R B O O
O O 0O O r o
L e
s
O R kP L O O
Y = = =]
R R R R R R
O 0O 0 oo R
O O 0o O r O
O R Rk KL L O
L
O R Rk KL KL O
O O O r O O
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ANNEXES '

Annexe 15: Analyse factorielle des correspondances : rdpartiton des modalitds
sur lesaxes 1 et 2. Les points reprdsentent la postion (en abscisse) des
diffdrentes variables (en ordonn@de) sur chaque axeles points parfaitement
alignds sur un axe reprdsentent donc des variablesjui se superposent sur le plan
factoriel selon cet axe.

Répartition des modalités sur I'axe 1
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o
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Répartition des modalités sur I'axe 2
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ANNEXES ‘

Annexe 16: Distances g@n@tiques de Nel 1972 entre |es diff@ntes formes
europdennes et les individus hybrides de la Seine ar lelogiciel GENETIX 4.05

(Belkhir et al. 1996-2004).

Ric 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 17: R@capitulatif des analyses g@ndtiques.

Individu Haplotype mitochondrial G@notype
Esl R R
o Es2 R R
= Es3 R R
73 Es4 R R
w Es5 R R
Es6 R R
x Dbl Rlc R
. Db2 R R
"
o 2 Db3 Rlc Rlc
> O
8§ Db4 R R
S Db5 R R
E  [poe R R
5 Db21 Ric Ric
.o Db22 Rlc Rlc
25 |Db23 RIc RIc
8 2 Db24 RIc RIc
S [bb2s__ [Ric Rlc
€ Db26 Rlc Rlc
Sul R R
o Su2 R R
a Su3 R R
a Su4 R R
Su5 R R
Su6 R R
g2 S1 S S-R
S
e S3 S SR
= Uk1 R R
) Uk2 R R
£ Uk3 R R-S
P Uk4 R R
) UK5 R R
[nd
Uk6 R R
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FIGURES 6

Tableau 1: Caract@ristiques biologiques de quelquescommunautds @cologiqguement
importantes de bivalves dul aquicoles (d aprts McMa hon 1983, Hornbach et al. 1984,
Ludyanskiy et al. 1993, Boltovskoy et al. 1995, Ravera & Sprocati 1997, Strayer et al. 1999, Yu &
Culver 1999, Zotin & Vladimirova 2001, Karatayev et al. 2007b, Korniushin 2007, Sousa et al.

2008).

Famille Biomasse Durde de | Taux de Fdconditd Maturit@
(coquille- vie filtration (juv@niles/adulte/an) | sexuelle
masse st.che (mlind™.h™
libre ; g/mt¥)

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

ans jusqu 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 10 °
ufs/an
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Figure 1: Dynamique du phytoplancton en Meuse, mesur@e en quartitd de chlorophylle a/litre A.
Ham-sur-Meuse, B. Nam@&Eche (Prof. JP Descy, comm.pers.).
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Figure 2: A. Distribution mondiale native (gris clair) et envahie (gris fonc@) du genreCorbicula
(Glaubrecht et al. 2007).

Figure 3: Distribution europ@enne du genreCorbicula et date de son premier enregistrement dans
chaque pays.
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Tableau 2: Lieux og les diffdrentes formes europ@emes de Corbicula sont trouv@des en
sympatrie.

Cours d’'eau Pays Formes en sympatrie [R@f@rence:

Seine France RetS Marescaux et al. 2010
Gard France R et Rlc Marescaux et al. 2010
Rh ne 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 Cs/Enyi 1999

Danube Serbie RetS Paunovi et al. 2007
Save Serbie RetS Paunovi et al. 2007
Fleuve Oder Pologne RetS ab ckaetal. 2005
Lac de Garde Italie RetS Ciutti & Cappelletti 2009
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Figure 4: Morphologie des formes am@ricaines. A. Forme A, B. Forme C, C. Forme B (Lee et al.
2005).
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Tableau 3: caract@ristiques morphologiques des formes europ@ennes deCorbicula.

Forme Dimension Stries Nacre Umbo
(juv@niles
R Largeur>Hauteur |Espac@es Blanch tre Stries mauves
marques violettes
Rlc Largeur>Hauteur |Espac@es Blanch tre Rose-orang@
jauntre
S Largeur<Hauteur JFines et serrdes |Mauve foncg
A
B
C

' 1 cm

Figure 5: Vue de la coquille externe et interne des trois formes europ@ennes deCorbicula. A. Forme R,
B. Forme Rlc, C. Forme S (lll) (Marescaux et al. 2010).
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Tableau 4: Caractdristiques biologiques de diffdrentes esptes de Corbicula
(d aprt.s Myazaki 1936).

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

mono que dio que dio que

vivipare ovipare ovipare

incubation des larves pas d’incubation des larves |pas d’incubation des larves
eaux douces eaux douces eaux saum tres
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Figure 6: Branchies en p@riode d’incubatior. A. C. matannensis, B. C. possoensis. La flL.che indique les
larves dans | h@mibranchie externe(Korniushin & Glaubrecht 2003).
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Figure 7: D@veloppement larvaire chezCorbicula fluminea (d’aprk.s Kraemer & Galloway
1986, Kraemer et al. 1986, Sousa et al. 2008b).
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Tableau 5: Exemples de vert@brds unisexuds (d’aprk&rebelnyi 2009).

Le poisson rouge sauvage
Carassius auratus gibelio

Les poissons tropicaux des genres
Poecilia et Poeciliopsis

Les urodtles du genre Ambystoma
(individus triplo des uniqguement)

Gynogentse

Les loches de rivitre Cobitis
Les poissons du genre Poeciliopsis

Hybridogenktse -
y g La grenouille verte Rana esculenta
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Tableau 6: Comparaison de la gynogentse et de 'androgentse en terme de diversitd
taxonomique (d aprts Grebelnyi 2009).

Gynogent.se Androgent se

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 urodtles du genre Le cyprks du Sahara Cupressus

Ambystoma (individus dupreziana

triplo des uniguement)
Les loches de riviktre
Cobitis sp.

Le col@optkrePtinus
mobilis
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Figure 8: Expulsion du mat@riel gdn@tique maternethez C. leana (modifid d’aprt.s Komaruet
al. 1998). La fl.che montre le pronucleus m le. La bar re d’'@chelle vaut 50 m.
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Figure 9: Parasitisme des oeufs et disjonction g@name nucl@aire-morphotype/gd@dnome
mitochondrial.
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Tableau 7: Caryotypes d’esptces d’Europe, des Etats-Unis et d’Asie (modifid d’aprkts Skuzaet al. 2009).

Taxons Origine g@ographique Nombre de chromosomes ROf#ENces
C. fluminea Cor@e, Lac Uiam 54 (3n) Parket al. 2000
Chine, rdgion de Anyue 54 (3n) Qiu et al. 2001
Chine, rdgion de Anyue 72 (4n) Qiuet 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 Cor@e, Lac Uiam 54 (3n) Parket al. 2000
C. papyracea colorata Cor@e, rdservoir Changpyung Dam | 38 (2n) Parlet 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, Heuve Odra 54 (3n) Skuza etal. 2009
Forme R et S europ@ennes | Allemagne, Fleuve Rhin 36(2n Pfenninger et al. 2002
Forme A am@ricaine USA 54 (3n) Lee et al. 2005, Hedtke et al. 2008
Forme B am@ricaine USA 54 (3n) Lee et al. 2005, Hedtke et al. 2008
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Tableau 8: Nombre d individus @tudids par populatiom pour chacune des analyses et leur
morphotype prdsum@@.

Population Morphotype |Morphologie Spermatozo des |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 Interm@diaire | 3 2 2 2 2
SaneR R L9 B b 6 b
Sane S 5 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
H@rault 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 Rlc Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |Marescaux 2010 [Marescaux 2010 |3

Figure 10: Dimensions mesur@es pour I'analyse morphologique.
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Figure 11: Anatomie des palourdes asiatiques du genre Corbicula (d aprts Britton & Morton 1982).
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Tableau 9: Paramttres PCR des amplifications des gtnes mitochondriaux (Marescaux 2010,
m@moire).

Gtne Amorces Taille | Conditions PCR

(Pb) (30 cycles)

CytB-R (5 AANAGGAARTAYCAYTCNGGYTG 3) —-430 |94-4min __
Cytb 94 - 45 sec
CytB-F (5 TGTGCRGCNACYGTWATYACTAA 3) 42 - 45 sec

(Merritt et al. 1998) 72 - 45 sec _
72 - 10 min
10 - Pause

COlI LCO 1490 (5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3) —-700 |94 -4min __
HCO 2198 (5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3) 2‘51 ] jg e

(Former et al. 1994) 72 -45sec _J
72 - 10 min
10 - Pause
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Tableau 10: Paramttres PCR des amplifications des motifs 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 Annexe 12 94 - 4 min
Cic12 Annexe 12 94 - 45 sec
CID12 Annexe 12 3:23 jg :22
CIEO1 Annexe 12 72 - 10 min
ci5 F (5-AGGCATGGGTGTTGTACG-3) 10 - Pause
R (5-CCACTCTTGTCTAAGTTGCAG-3)
CIB08 F (5-AGGCATGGGTGTTGTACG-3)
R(G-GTTTCTTTTTTTATATGTTTGTT-3)
CIG08 F (5-ACAGGCTTGATTCTGACG-3)
R (5 -ACAAGGAATAACAACCTCCA-3)
CIF0o4 F(5-CATTGTTCTGGTCATTGCT-3)
R (5 -AGATCGGTTCCTTTCACA-3)
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Figure 12: Vues externe et interne de | individu S1 du morphotype interm@diaire de la
Seine.

A
° Morpho.
Interm@diaire
Morpho. Rlc
® Morpho. S
® Morpho. R
B

Figure 13: R@sultats de | Analyse en Composantes Principalessur les variables morphologiques
des populations europ@ennes deCorbicula. A. ACP sur les ratios hauteur/@paisseur,
largeur/@paisseur, hauteur/largeur, nombre de stries/hauteur, B. ACP sur log(hauteur), log(largeur),
log(dpaisseur) et sur le ratio nombres de stries/hauteur. Chaque individu est reprdsent@ par un
point distinct.
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Tableau 11: Types de spermatozo des observds.

Population Aflagell2] Monoflagell@ Biflagellg
Espagne X X X
Portugal
(Lima)
Portugal
(Minho)
Doubs R
Doubs Rlc
Seine
Sane R X X X
Sane S
Vidourle
Royaume-Uni
Suisse

Figure 14: Morphologie des spermatozo des de Corbicula. A. Spermatozo de aflagelld de la
population Rlc du Doubs, B. Spermatozo de monoflagelld de la population du Royaume-Uni, C.
Spermatozo de biflagell@ de la population de la Seine.
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Figure 15: Phylog@nie par Maximum Likelihood bas@esur la s@dquence du gt.ne mitochondrial
Cytb (351bp). Les nombres aux n uds indiguent pour les nombres situ@s au-dessus de la
barre oblique, les valeurs des probabilitds postdréures (Bl) et pour les nombres situds en
dessous de la barre obligues, les valeurs de bootstrap pour 1000 r@plicas (ML).

H3 S

Rlc

Figure 16: R@seau d’haplotype construit avec Netwok 4.5.1.6 partir des s@quences du gtne
mitochondrial Cytb. Les nombres rouges indiquent une mutation.
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Figure 17 : A. Phylog@nie par Maximum Likelihood bas@e sur lss@guence du gkne mitochondrial COI (668pb). Les nombres aux n uds indiquent pour les nombres
situds au-dessus de la barre oblique, les valeurs des probabilitds postdrieures (Bl) et pour les nombes situds en dessous de la barre obliques, les valaurs de
bootstrap pour 1000 r@plicas (ML), B. MEme phylog@da que A, reprdsentant les formes androg@ndtiques ar des spermes biflagellds et les formes sexudes sas
marquage (d aprt.s Konishi et al. 1998, Byrne et al. 2001, Lee et al. 2005, Hedtke et al. 2008)
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C. moltkiana
Forme Rlc/ C. subplanata  C-SP- China
Forme B C. australis
C. anomioides
C. sandai
C. matannensis
C. loehensis
Forme S/ Forme C
Forme R/ Forme A/ C. leana H3 C. possoensis
H1
C. fluminea

C. javanica

Figure 18: RJseau d’haplotype construit avec Netwok 4.5.1.6 partir des sdquences du gtne
mitochondrial COIl des esptces de Corbicula dul aquicoles. Les nombres en rouge indiquent
une mutation.
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Tableau 12: RAsum@ des analyses microsatellites pow Corbicula en Europe, utilisant 10 loci.
Les alltles en gras sont les alltles communs tous les individus.

Locus R S Rlc RIc/R R/RIc Interm@diaires Intermddiaire
(Gard2) | (Db1l) Seine Uk3
CIAO1 196 196
CIAO02 112-116 112-116 112-116
CIA03 190 190
CIB03 233-239 239 239 233-239
ClB11 311-313 311-313 311-313 311-313
Ccico1l 173-175 173-175 173-175 173-175
Cclcos 260-305-315 303-305 ? 260-305-315
Clci2 226-228 230 230 226-228
ClD12 264-274 274 274 ? 264-274 264-274
CIEO1 209 213 213 218 209 209
m R
Rlc
S
A B

Figure 19: Comparaison entre les hybrides prdsum@s(S1, S3 et Uk3), laforme R et laforme S
pour 4 marqueurs microsatellites diff@drents. A. Hylrides de la Seine (S1 et S3) dont le pattern
sur gel est identique celui de laforme S, B. Hyb ride Uk3 du Royaume-Uni dont le pattern sur

gel est identique celui de laforme R.
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1:L278 1:L264, L228, L209
2:1219, L215, L179, L189, L192, L194 2:1260
3:1198, L114 3:L315
4:1110 : L303, L230, L196, L190
A:L213 B:L311, L274, L239, L175 C: L1233, L1226
D: L313, L305, L173 E: L116, L112

Figure 20: Plan factoriel de I’Analyse Factorielle des Correspondances. Les alltles dans les ellipses sont ceux qui permettent de discriminer la
forme correspondant la couleur dans laquelle ils sont entourds. Les lettres en majuscules indigquentles alltles non discrimants et donc

communs deux ou trois formes.
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Figure 21: R@sultats du caryotypage.

5m A 5m B

Figure 22: M@taphases de la forme R deCorbicula en Meuse belge. A. Diplo de (35 chromosomes),
B. Triplo de (52 chromosomes).
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Figure 23: Comparaison entre un spermatozo de de Corbicula et un spermatozo de r@sultant
d’un pairing. A. Spermatozo de et d@tails d un spematozo de de C. fluminea (Kornishi et al.
1998), B. TEte d un spermatozo de deTricholepidion gertschi Wygodzynsky (Dallai et al. 2001).
a. acrosome N. noyau PR. rdgion postdrieure de la Ete.



