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Une baisse de biodiversité révele souvent un
dysfonctionnement écologique, sans en étre la cause. L’évaluation
de la qualité des eaux a partir d’inventaires des invertébrés d’eau
douce est un exemple simple de ce rble d’indicateur : la réduction
de leur diversité n’est qu'une conséquence des pollutions, mais
permet d’enregistrer celles-ci de fagcon simple et robuste, en en
gardant une trace biologique dans la durée.

Jean-Dominique Lebreton
(Membre de 'Académie des sciences)
"Libres points de vue d’Académiciens sur la biodiversité" (2010)

On the islands, the impact of humans on aquatic habitats is highly
significant, particularly on estuarine habitats which are crucial to amphidromous
species. These have to undertake two migrations between fresh waters and the sea.
The success of such a life cycle, i.e. production of larvae and restocking rivers,
depends on maintaining the mountain ocean corridor open to allow movements
between both habitats.

McDowall, 1997 ; Keith, 2003

Isolation, by checking immigration and consequently competition, will give time for any new
variety to be slowly improved; and this may sometimes be of importance in the production of new
species. If, however, an isolated area be very small, either from being surrounded by barriers, or
from having very peculiar physical conditions, the total number of the individuals supported on it will
necessarily be very small; and fewness of individuals will greatly retard the production of new species
through natural selection, by decreasing the chance of the appearance of favourable variations.

Charles Darwin
On the Origin of Species (1859)
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Introduction

INTRODUCTION

Tout travail scientifique est une réalisation communautaire et non
pas l'oeuvre d'un cavalier seul. Qui sait ou Darwin se serait égaré en 1837
sans Gould, sans Owen, et sans la vie scientifique trés active de Londres
et de Cambridge ?

Stephen Jay Gould
Le sourire du flamant rose, 1988

-


http://www.babelio.com/auteur/Stephen-Jay-Gould/8916
http://www.babelio.com/livres/Gould-Le-sourire-du-flamant-rose/11481

Introduction

1.- lle et insularité

Toute Tle résulte a I'origine d'un cataclysme, d'une éruption, d'une
cassure avec les grands espaces des continents. L'le, fille de la rupture du
lien est toujours un peu orpheline. (...) L'insularité, c'est I''solement. L'iléité,
c'est la rupture ; un lien rompu avec le reste du monde et donc un espace
hors de I'espace, un lieu hors du temps, un lieu nu, un lieu absolu. Il y a des
degrés dans «liléité», mais une Tle est d'autant plus ile que la rupture est
forte.

Bonnemaison (1990)

1.1- L’ile, entitée complexe et multifacette

Au commencement une éruption volcanique fait émerger de 'océan une terre
basaltique dépourvue de toute forme de vie. Ainsi commence I'histoire d’une ile
océanique, volcanique. Avec le temps, cette terre sera colonisée par une multitude
d’organismes végétaux et animaux, venus d’ailleurs, progressivement apportés par
les courants, le vent, les oiseaux, les objets flottants (Kano et al., 2013), etc. La
faune et la flore y sont généralement pauvres, mais I'endémisme est souvent
relativement important en raison de lisolement (Lasserre, 2011). Cet auteur,
comme Yu & Lei (2001) et d’autres avant eux (Wallace, 1902), distingue deux
grandes catégories d’iles : les iles continentales (ex.: Madagascar, Nouvelle-
Guinée) et les iles océaniques (ex. : Japon, Caraibes, Polynésie, Comores). Les
premiéres sont plus anciennes car elles ont eu un lien avec le bloc continental, dont
elles se sont détachées par des mouvements tectoniques ou par des transgressions
marines. Elles sont subdivisées en iles dépendantes et indépendantes (Germanaz,
2005). La deuxiéme catégorie est contituée d’illes volcaniques et d’iles
madréporiques (coralliennes), parmi lesquelles les atolls et les récifs. Doumenge
(1984) propose une autre typologie pour classer les iles tropicales, basée sur la
masse de l'ile, le volume émergé et 'ensemble des caractéristiques lithologiques. Il

distingue :

e lesiles proprement océaniques : reliefs émergés de la dorsale océanique ou

liées a de grandes fractures

e les iles liees aux systemes de bordures des plaques : plus variées et plus

anciennes

Ty
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¢ le systeme « fosse-arc » : donne des reliefs émergés sur la créte anticlinale
bordant la dépression subsidente et est caractéristique des contacts des

cuvettes océaniques de I'ouest du Pacifique

e le systeme plus complexe des cordilleres: permet la constitution des

« Grandes Terres » insulaires.

Une autre typologie, tenant compte de l'influence de I'action climatique et
océanique et de la géomorphologie, est également proposée par le méme auteur.

Il distingue :

¢ les iles volcaniques simples, dont la jeunesse et l'isolement expliquent la

pauvreté des peuplements animaux et végétaux

¢ les iles volcaniques complexes (plusieurs volcans), dont la complexité du
relief avec des éléments anciens trés érodés, permet un peuplement plus dense

et varié en fonction des micro-climats.

Les iles sont des objets géographiques, a la fois géologiques et biologiques.
Elles sont caractérisées par la diversité de leur morphologie et la diversité de leurs
espéces et populations, ces derniéres étant le produit de processus graduels de
différenciation (Gombaud, 2007). Mais le caractére premier d'une ile est d'étre
unique, singulier et de ne ressembler en apparence a aucune autre (Bonnemaison,
1990 ; Doumenge, 1984). L’ile est un milieu complexe, unique et changeant ; il n’y
a pas deux iles qui ont la méme dimension, ni la méme écologie, ni un peuplement
identique (Chevrier, 2007).

Plusieurs définitions ont donc été données de I'ille, mais aucune n’est
totalement satisfaisante. La plus simple étant qu'une ile est une terre entourée
d’eau. Mais quelles en sont les limites ? Certains estiment stérile le débat sur la
définition de l'ile, tout en souscrivant a 'intérét d’'une classification cohérente des
iles (Germanaz, 2005), une maniéere indirecte d’en approcher la définition. Quant a
Francois Taglioni (2006), il soutient quon ne peut pas enfermer ['objet
géographique « ile » dans une définition restrictive, car il n’a pas de limitation
universelle. Il estime, en revanche, que la thématique n’est pas I'lle mais bien plutot
linsularité, ['«iléité», linsularisme et les concepts afférents d’isolement, de

contiguité, de connexité, de discontinuité, d’enclavement et de « périphéricité ».
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Les iles et archipels seront donc colonisés progressivement par les espéces,
au fil du temps, et servent de laboratoires écologiques et évolutifs, en fonction
des migrations ou des barriéres a la dispersion. Comme le soulignent Duda & Lee
(2009), les iles océaniques représentent d'excellents systémes pour étudier le lien
entre l'isolement géographique et la divergence des populations. Les iles et
archipels permettent ainsi de rendre compte de phénoménes biologiques
complexes, grace a la mise en rapport des observations avec les données
historiques, géologiques et les variations climatiques, et ils ont de tout temps fasciné

les hommes, et en particulier les chercheurs.

Cette fascination transparait dans I'énoncé suivant de Gombaud (2007) :

L’ile est un objet curieux ; tellurique avec ses falaises, ses grottes, ses
volcans, ses racines insondables ; maritime avec ses rivages, ses lagons,
ses bordures océaniques ; aérien, avec ses climats, son atmosphére, ses
vents, sa saison cyclonigue ; animal, avec ses oiseaux, ses poissons et
crustacés, ses reptiles, son corail, ses vertébrés, ses insectes, ses
moustiques ; végétal, avec ses foréts, ses fleurs, ses palmiers et fougeres,
Ses mousses.

Darwin fut aussi I'objet de cette fascination en tant qu’observateur avisé, et I'a
exprimé ainsi dans son « The Voyage of the Beagle » (1839), en parlant des fles
Galapagos :

« Most of the organic productions are aboriginal creations, found nowhere
else; there is even a difference between the inhabitants of the different
islands; yet all show a marked relationship with those of America, though
separated from that continent by an open space of ocean, between 500 and
600 miles in width. The archipelago is a little world within itself, or rather a
satellite attached to America, whence it has derived a few stray colonists, and
has received the general character of its indigenous productions. Considering
the small size of the islands, we feel the more astonished at the number of
their aboriginal beings, and at their confined range. Seeing every height
crowned with its crater, and the boundaries of most of the lava-streams still
distinct, we are led to believe that within a period geologically recent the
unbroken ocean was here spread out. Hence, both in space and time, we
seem to be brought somewhat near to that great fact— that mystery of
mysteries— the first appearance of new beings on this earth.(...) | never
dreamed that islands, about 50 or 60 miles apart, and most of them in sight
of each other, formed of precisely the same rocks, placed under a quite
similar climate, rising to a nearly equal height, would have been differently
tenanted; but we shall soon see that this is the case ».

o
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1.2- Province biogéographique Indo-Pacifique et

biodiversité

Dans la vaste province biogéographique de I'lndo-Pacifique, qui va de la cbte
est-africaine a la cbte ouest-américaine, la biodiversité serait maximale dans la
région du « Triangle du corail » (Malaisie-Indonésie-Philippines) et diminuerait de
part et d’autre, vers le Pacifique est et vers 'Océan Indien occidental (Carpenter et
al., 2011 ; Postaire et al., 2014). Cette diminution en périphérie serait compensée
par I'émergence d’espéces endémiques qui revétent un fort intérét en matiére de
biodiversité. Cette situation est bien illustrée par I'étude réalisée par Roberts et al.
(2002), sur 1700 espéces de poissons récifaux, 804 espéces de coraux,

662 especes d'escargots et 69 especes de langoustes (figure 1).

E_‘_ISSONS "‘g;_ F

o, |

‘\_,\

\’,._' ,-l-‘-""‘_

Figure 1 : Gradient de biodiversité vers I'Océan Indien occidental et le Pacifique
est, a partir du "Triangle d'or de la biodiversité marine". Les couleurs indiquent la
richesse spécifique, décroissante de rouge, orange, jaune a bleue. Modifié d’apres
Roberts et al., 2002

Cette région est essentiellement constituée par un vaste archipel entre le
continent asiatique et I'Australie, appelé Archipel Indo-Australien (AlA) ou Archipel

Malais ou Insulinde (figure 2), contenant quatre des 25 points chauds (hotspots) de
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la biodiversité mondiale (de Bruyn et al. 2012 ; Lohman et al., 2011). Elle a joué un
réle déterminant, au cours des temps géologiques, dans la dissémination et
I'évolution des taxons dans les deux océans. Notons, cependant, que I'AlA n'aurait
pas toujours été le haut lieu de la biodiversité marine qu'il est aujourd'hui, selon une
étude d'évaluation de l'impact des événements géologiques anciens dans la
répartition actuelle des coraux et des poissons tropicaux, publiée récemment
(Leprieur et al., 2016). Ces auteurs ont montré que la biodiversité marine tropicale
s’est déplacée de la Téthys, ou elle était maximale a I'Eocéne, vers la péninsule
arabique et I'océan Indien occidental au cours de I'Oligoceéne, pour enfin s'installer
au niveau du Triangle de Corail au Miocéne, a la faveur des mouvements
tectoniques des plaques continentales ayant conduit a la fermeture de l'océan
Téthys.

Océan Pacifique

Détroit de .'a Sonde -

Océan Indien

4000 km (equat.)
I 2 a0

Figure 2 : L’archipel Indo-Australien (Triangle du corail). Il contient 4 des 25 points chauds de
la biodiversité, abrite 20-25% de la faune et de la flore mondiales et au moins 15% de la faune
dulgaquicole du monde. De part sa géodynamique et sa composition territoriale (plus de 20 000
fles), il sert, au fil des temps géologiques, de régulateur des migrations entre les océans Pacifique
et Indien. C’est un cadre idéal pour les études biogéographiques.
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De nombreuses études ont été réalisées pour essayer de trouver une
explication a cette concentration remarquable de biodiversité, a la jonction des deux
océans Indien et Pacifique (Keyse et al., 2014). Mais, ces études menées sur
plusieurs groupes taxinomiques n’ont pas permis de privilégier 'une ou l'autre des
trois théories proposées pour expliquer la forte diversité de cette région du Triangle
du corail : centre d’origine, centre d’accumulation ou centre de recouvrement
(Ladd, 1960 ; Planes & Galzin, 1997 ; Lord, 2009 ; de Bruyn et al., 2012). Il y a,
cependant, une étude récente menée par Cowman & Bellwood (2013) sur plusieurs
lignées de poissons récifaux, dans cinq grandes régions biogéographiques des trois
océans, qui tend a montrer que les trois hypothéses ont eu cours au sein du Triangle
du corail, et donc a confirmer leur non exclusivité mutuelle évoquée par Carpenter
et al. (2011). Une quatriéme hypothése a méme été évoquée, le ‘centre de

survivance’, pour expliquer le fait que des taxons subsistent dans ['AlA,

Oligocene (Survival)

. Accumulation

|:| Survival

Palaeo/Eocene (Accumulation) . Origination

:__E Export

| S |
10 Lineages

Figure 3 : lllustration de I'évolution du role de I’AlA dans les origines de la
biodiversité des poissons des récifs Indo-Pacifiques, d’aprés Cowman &
Bellwood (2013). A chaque époque, les réles dominants du hotspot AIA ont
changé.
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indépendamment de leurs lieux d’origine d’ou ils ont pu disparaitre. L'AlA aurait
donc, successivement puis simultanément, agi comme centre d'accumulation et de
recouvrement, a partir du Paléocéne/Eocéne, centre de survivance, dés
I'Eocéne/Oligocéne, centre d’origine et de dispersion, amplifiée dés le Miocéne

(figure 3).

L’AlA aurait donc servi de réfuge pendant des périodes d’extinction dans les
habitats ancestraux adjacents, et les lignées qui y ont survécu seraient devenues
les forces motrices de la biodiversité actuelle dans I'Indo-Pacifique, grace a
I'aptitude des récifs coralliens a permettre a la fois des taux élevés de diversification
et a réduire la vulnérabilité aux extinctions pour les lignées associées (Cowman &
Bellwood, 2013). Tout en ayant une préférence pour le centre de survivance, Frey
& Vermeij (2008) concédent, en effet, qu’aucune de ces hypothéses ne peut, seule,
expliquer la diversité biologique au sein de I'AlA, qui a pu lui-méme servir de barriére
a la dispersion entre le Pacifique et 'océan Indien. Une autre étude, réalisée par
Postaire et al. (2014), sur l'origine et la diversification des espéces du genre Nerita
(gastéropodes de la famille des Neritidae) dans le Sud-ouest de 'Océan Indien,
soutient plus I'hypothése de centre d’origine pour I'AIA que celle de centre de
recouvrement. Cette étude souligne également I'importance du réle joué par les
facteurs climatiques et géologiques dans cette diversification depuis le paléocéne
supérieur, a savoir les fluctuations intermittentes du niveau de la mer et les

évenements tectoniques.

Par ailleurs, s’il est communément admis que la richesse des régions
tropicales s’inscrit dans un systéme de gradient de diversite latitudinal, pour certains
auteurs comme Boyero (2011), ce qui détermine clairement la diversité biologique
est non la latitude mais les variables environnementales corrélées a la latitude.
Plusieurs mécanismes différents régissant le gradient de diversité latitudinal ont été
suggeres, sans obtenir de consensus a ce propos. lls mettent en jeu, notamment,
le temps, I'hétérogénéiteé spatiale, la compétition, la prédation, la stabilité climatique,
la productivité, tout autant de facteurs pouvant agir s€paremment ou simultanément
(Pianka, 1966).

Le Pacifique, océan le plus vaste du monde, comprend des milliers d’iles,
réparties entre I'Asie et I'Océanie. L'Indonésie, plus grand archipel au monde, est a

la fois asiatique et océanienne, mais beaucoup d'lles océaniennes sont
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traditionnellement regroupées en trois zones : la Mélanésie (Nouvelle-Guinée,
Nouvelle-Calédonie, Vanuatu, Fidji, Salomon), la Micronésie (Mariannes, Guam,
Wake Island, Palau, Marshall, Kiribati, Nauru) et la Polynésie (Samoa, Tonga,

Tuvalu, Tles Cook, Wallis et Futuna, Polynésie francaise, ile de Paques).

L'océan Indien occidental, quant a Iui, contient des files d’origine
gondwanienne, comme Madagascar, Socotra, les Seychelles, Zanzibar, et des iles
volcaniques ou coralliennes telles que les Comores, les Mascareignes, ou certains
atolls des Seychelles. Toutes ces iles ont une histoire géologique complexe et
différente (Agnarsson & Kuntner, 2012), leur conférant un intérét particulier en
matiére d’études biogéographiques, de par leurs origines, leurs ages, la distance
au continent le plus proche. Agnarsson & Kuntner (2012) ont montré que les
meilleurs agents de dispersion dans cette région viennent d’Afrique, mais aussi
d’Asie et d’Australie, et qu’il existe un nombre limité de lignées (gondwaniennes)

vicariantes.

1.2.1- Ou il est question de biogéographie des iles ...

Le peuplement animal et végétal des iles s’apparente a une course
d’obstacles : la chance de peuplement est d’autant plus faible que l’ile est
plus éloignée du lieu dorigine des espéces immigrantes. Le taux
d’immigration augmente avec la surface de l’ile. Il diminue avec la distance
au point de départ des espéces colonisatrices et au fur et a mesure que le
nombre d’especes installées s’accroit, du fait des phénomenes de prédation
et de compétition entre especes.

Brigand (2002 : 25).

Les iles ne représentent que 3% de la surface de la terre (Fleming, 2010),
mais elles ont un impact extraordinairement important dans les études d’écologie
évolutive, a la suite de Darwin et de Wallace (Gunnell, 2013), mais surtout de la
théorie de la biogéographie insulaire de MacArthur et Wilson (1963, 1967). Selon
cette théorie, deux facteurs principaux régulent la richesse spécifique d’'une ile : le
taux de colonisation et le taux d’extinction. A n’importe quel moment, le nombre
d’especes sur une ile serait le résultat d’'un équilibre dynamique entre ces deux

processus.

L’examen critique rétrospectif de cette théorie par certains auteurs contribue

a la faire évoluer. D’aucuns font remarquer, par exemple, que des paramétres
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importants ont été ou négligés ou oubliés dans ce modele (Fleming, 2010). Si la
superficie de I'lle reste un facteur essentiel pour expliquer la variation du nombre
d'espéces occupant une ile, d'autres variables sont également importantes pour la
mise en place de la biodiversité (Triantis, 2011). Il a, en effet, été tenu compte de la
surface de I'lle et du degré d’isolement, mais pas de I'age qui, on le sait maintenant,
peut avoir un effet sur la richesse spécifique. Comme le souligne Steinbauer et al.
(2013), le temps pour la diversification peut étre un facteur clé dans la création de
biodiversité sur les fles. De méme, Yu & Lei (2001) soulignent qu'il est difficile de
vérifier sur le terrain la théorie selon laquelle c'est la superficie plus que la diversité
de I'habitat qui explique la richesse spécifique, dans la mesure ou ces deux
parameétres sont fortement corrélés. Ces auteurs pointent également plusieurs
faiblesses du modéle de base de MacArthur et Wilson. Il s'agit de la non prise en
compte de la spéciation, qui doit s'ajouter a l'immigration, des capacités de
dispersion des espéces, des conséquences de la destruction et de la fragmentation
de I'nabitat par 'homme, notamment. S'agissant de la spéciation, Chen et al. (2011)
affirment qu'elle peut jouer un réle important dans la richesse spécifique et
I'endémisme des iles océaniques, et que sa contribution a la diversité des espéces
locales peut éventuellement étre supérieure a celle de l'immigration sous certaines
conditions, indépendamment du taux d'immigration. Par ailleurs, concernant les
réseaux trophiques et les structures des communautés, les chercheurs continuent
de mettre I'accent sur la concurrence et la prédation, et négligent les interactions
telles que le mutualisme et le parasitisme qui peuvent fortement affecter la richesse
en especes. Ces sujets méritent d’étre pris en compte dans les modéles généraux

de la richesse en espéces des iles (Fleming, 2010).

Les iles ont souvent été considérées comme des entités fixes, alors qu’elles
ont leur dynamique propre due a I'évolution de leur histoire géologique (Heaney
et al., 2013). Pour ces auteurs, la dynamique de la biodiversité dans les iles et
archipels océaniques est beaucoup plus complexe que ce qui est généralement
admis en vertu des deux modeéles traditionnels de la biogéographie insulaire, le
modéle de I'équilibre dynamique et le modéle de vicariance. Selon eux, ces deux
modeéles ne sont pas entierement satisfaisants, le premier ne tenant pas compte de
I'histoire géologique de I'lle, de sa « naissance » a sa « mort » ; le second accordant
peu d'attention a l'impact des processus écologiques a toute échelle de temps.

Whittaker et al. (2008), estimant lui aussi que le modéle de I'équilibre dynamique
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est inefficace lorsqu'il est appliqué a des systémes et des processus opérant sur
des échelles de temps géologiques évolutives, a proposé le « General Dynamic
Model » (GDM), un modéle de dynamique générale de la biogéographie insulaire
océanique, sensé y remédier. Ce modeéele combine les processus clés de la
dynamique biologique (migration, spéciation, extinction) avec le cycle de vie des
iles océaniques. Il s'agit donc d'une théorie "for the biogeography of oceanic islands
that explicitly places MacArthur & Wilson’s (1963, 1967) dynamic equilibrium model
into the geological and evolutionary context of oceanic archipelagoes"”. Le GDM est
salué comme une avancée importante dans la réflexion par Heaney et al. (2013),
mais celui-ci trouve que beaucoup de questions restent encore sans réponses. |l y
a, par exemple, le fait que le GDM se base sur « une ile », or les iles existent
rarement comme simples entités isolées. En effet, elles sont souvent associées en
archipels océaniques qui ont des histoires de vie et une évolution géodynamique et
geomorphologique différentes selon qu’ils sont issus de « points chauds » ou de
« marges actives » (zones de subduction). |l y a aussi la question de I'évaluation de
la disponibilité des ressources et la concurrence pendant les phases de naissance

de l'ile, de son développement et de sa mort par érosion progressive.

En tout état de cause, on peut noter avec Gregg F. Gunnell (2013), que tout
en restant une science d'observation, la biogéographie bénéficie aujourd’hui de
nouvelles techniques d'observation et de surveillance telle que la génétique, qui
permettent d’avoir des données plus précises sur la taxinomie et la répartition des
espeéces, favorisant ainsi une meilleure compréhension de leur évolution et de leur

phylogéographie ; techniques que Wallace n'a jamais connues.

1.2.2- de phylogéographie ...

Islands possess many advantages for the study of the laws and
phenomena of distribution. As compared with continents they have a
restricted area and definite boundaries, and in most cases their geographical
and biological limits coincide. The number of species and of genera they
contain is always much smaller than in the case of continents, and their
peculiar species and groups are usually well defined and strictly limited in
range. Again, their relations with other lands are often direct and simple, and
even when more complex are far easier to comprehend than those of
continents; and they exhibit besides certain influences on the forms of life
and certain peculiarities in their distribution which continents do not present,
and whose study offers many points of interest.

Alfred Russel Wallace
Island life, 1880 : 233
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Grace a la biologie moléculaire permettant I'analyse génétique de 'ADN
mitochondrial (ADNmt), Avise et al. (1987) ont proposé la phylogéographie comme
sous catégorie de la biogéographie devant étudier la relation entre la généalogie et
la géographie. En effet, 'analyse de TADNmt a apporté un éclairage nouveau sur la
distinction entre généalogie des geénes et phylogénie des organismes. De
nombreuses espéces se sont révélées présenter une histoire phylogénétique de
’ADNmt corrélée avec une structure géographique profonde. La phylogéographie a
connu une évolution rapide et remarquable grace, notamment, a 'avénement de la
réaction en chaine par polymérase (PCR = Polymerase Chain Reaction) et la
théorie de la coalescence. Elle est aujourd’hui une discipline trés intégrative,
combinant génétique des populations, phylogénétique, histoire géoclimatique,
paléontologie, biologie moléculaire, biogéographie, etc., afin de caractériser la
répartition géographique des lignées généalogiques, surtout au niveau
intraspécifique. Elle met 'accent sur les distributions spatiales contemporaines des
lignées génétiques (Avise, 1998 ; Hickerson et al. 2010). En utilisant des données
génétiques pour identifier les espéces morphologiguement cryptiques et des
zones géographiques abritant une diversité génétique élevée ou unique, les
études de phylogéographie peuvent, notamment, aider aux efforts de

conservation (Lohman et al., 2011).

De par leurs histoires géologiques et leur richesse en biodiversité, les iles de
la province Indo-Pacifique, I'archipel Indo-australien (AlA) en particulier, constituent
un cadre idéal pour les études phylogéographiques (Carpenter et al., 2011). En
effet, avec ses milliers d’iles, I'AlA est la région tropicale la plus géologiquement
dynamique, comme lindiquent Lohman et al. (2011), dans leur étude sur la
biogéographie de cet archipel, basée sur des analyses phylogénétiques. En outre,
'AlA abriterait 20 a 25% de la faune et de la flore mondiale (de Bruyn et al. 2012).
Selon ces auteurs, dont I'étude porte sur la phylogéographie de la faune d'eau
douce de 'AlA, I'Asie du sud-est est connue pour étre la deuxiéme région, a I'échelle
mondiale, en termes de richesse spécifique et d’endémicité de la faune d’eau
douce. L'Indonésie hébergerait, a elle seule, environ 15% de la faune d'eau douce
du monde. Les études phylogénétiques qui ont été faites sur cette faune ont permis
de constater que des barriéres, telles que la Ligne de Wallace ou I'lsthme de Kra,
par exemple (voir figure 2), ont été traversées au cours du miocéne, d’ouest en est

d’abord et inversement ensuite. Entre le miocéne et le pléistocéne, en raison de
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phénoménes géodynamiques et géoclimatiques qui ont provoqué la montée ou la
baisse du niveau de la mer, des ponts entre régions ont pu s’établir ou disparaitre.
La phylogéographie de cette région s’expliquerait par des processus de vicariance
et/ou de dispersion, liés a des évenements géologiques impliquant des variations
du niveau de la mer entre le Miocéne et le Pléistocéne (Jeffrey et al., 2007 ; Crandall
et al., 2008 ; de Bruyn et al. 2012). Ladd (1960) et Postaire et al. (2014) abondent
dans ce sens en expliquant qu’il a pu exister, par le passe, plus d’iles qu’il n’y en a
actuellement, et qui ont disparu par affaissement. Ces iles ont pu servir de tremplins
éphémeéres dans la distribution des taxons et ont probablement facilité la dispersion
et la colonisation des organismes. Ce phénomene de vicariance survenu au
pléistocéne a été également évoqué par Taillebois et al. (2013), dans leur étude sur
deux espéces de poissons amphidromes de la famille des Gobiidae, largement
distribuées dans la biorégion centre-ouest Pacifique. Le détroit de Torres aurait
constitué, a I'époque, une barriére physique a la dispersion larvaire. Bunje (2005)
explique lui aussi la phylogéographie de Theodoxus fluviatilis, une espéce de nérite

(mollusque, gastéropode), par vicariance a la méme période.

D’autres informations complémentaires, voire contradictoires parfois,
viennent enrichir la réflexion sur la phylogéographie de I'Indo-Pacifique et la
dispersion des organismes. Ainsi, Treml et al. (2015), travaillant sur un modéle
biophysique de dispersion larvaire pour évaluer la capacité des barriéres a filtrer les
taxons, constatent que les traits biologiques essentiels qui influent sur la
perméabilité des barriéres sont liés au succés reproductif, a la stratégie de
reproduction (période et fréquence des pontes, etc.) et a la durée de vie larvaire.
Ce modéle, qui a tenu compte y compris des événements climatiques extrémes tels
que El Nifio et La Nifa, semble compatible avec ce qui est observé dans plusieurs

groupes biologiques.

Dans le milieu marin, les obstacles a la dispersion peuvent étre contournés
par la nature dynamique de I'environnement physique et la diversité des traits
biologiques pouvant s’adapter a la vie dans ces environnements. Une autre équipe
travaillant sur des espéces aquatiques intertidales de la cote sud-est australienne
(Ayre et al. 2009), soutient I'nypothése selon laquelle la spécificité de I'habitat et
non le type de larves est le facteur déterminant des flux de génes a travers les

barriéres. Il n'y aurait pas de concordance entre le type larvaire et la structure
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phylogéographique ou la capacité de traverser la barriere. L'effet barriere serait
moindre ou absent sur les espéces capables d’occuper une plus large gamme
d’habitats, réduisant ainsi I'étendue spatiale de la barriere. Les deux équipes
semblent en tout cas d’accord sur le fait que la connectivité des populations est
déterminée par des interactions complexes entre la biologie et les obstacles. Les
facteurs environnementaux influencent la connectivité des populations et donc leur
structuration génétique (White et al., 2010). Il serait trop simpliste, en tout cas,
d’attribuer les structures génétiques des populations aux seules spécificités de la
vie larvaire, car les exigences écologiques du stade adulte déterminent également

la répartition des espéces (Postaire et al., 2014).

1.2.3- de courants marins ... et de dispersion

L’ile est certes une terre séparée des autres terres par la mer, mais
celle-ci est a la fois frontiére et voie de communication permanente.

Chevrier (2007)

La connection entre les différentes populations de la faune aquatique est
principalement assurée par la dispersion larvaire. Un des facteurs importants de
cette dispersion, a la fois active et passive, est la durée de vie larvaire (DVL), mais
les courants océaniques en sont un moteur essentiel, sans pour autant en garantir
nécessairement la réalisation (Page et al., 2013). Différentes méthodes permettent
d’estimer la DVL, notamment celle utilisant la distance entre le point d’arrivée et le
point de départ des migrants, et la vitesse du courant (Crandall et al., 2010).
Cependant, certains auteurs pensent que la distance euclidienne et la vitesse du
courant sont en réalité des parameétres trompeurs. En effet, dans le milieu marin,
les courants peuvent étre détournés par des phénoménes océanographiques
comme les tourbillons et les fronts, empéchant ainsi la progression et la propagation
des larves pélagiques. D'ou le découplage de la dispersion des larves pélagiques
et la distance euclidienne (White et al., 2010). Deux sites adjacents peuvent
rarement échanger des migrants s’ils sont situés sur des cotés différents d'un front
océanique, alors que deux sites distants peuvent étre reliés par un fort courant entre
eux. White et al. (2010) préconisent donc, dans Il'analyse de l'isolement par la
distance des populations aquatiques a dispersion marine, une nouvelle approche

incorporant les observations directes de la circulation océanique. Il est également
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nécessaire de tenir compte du fait que les variations climatiques au cours des temps
geéologiques ont pu modifier les conditions environnementales et les courants
océaniques, a I'échelle mondiale et régionale, modifiant par la méme occasion le

flux de génes et la distribution des espéces (Postaire et al., 2014).

Globalement, la zone tropicale Indo-Pacifique est sous l'influence d’un
systéme de courants et contre-courants equatoriaux, dont les principaux sont le
courant Sud-équatorial (CSE), le courant nord-équatorial (CNE) et le courant
equatorial (CE) (figure 4). La liaison entre 'Océan Pacifique et le sud de 'Océan
Indien (dans ce sens) est essentiellement assurée par le CSE, passant par un
couloir limité par le nord de 'Australie et le sud de I'lndonésie. Il se divise en deux
devant Madagascar (Guyomard et al., 2006 ; Pous et al.,, 2010) pour donner
naissance au courant sud-est malgache (CSEM) vers le sud, rejoignant le systéme
du courant des Aiguilles, et au courant nord-est malgache (CNEM). L'essentiel du
CNEM traverse le plateau des Mascareignes, entre le banc de Saya de Malha et le
banc de Nazareth, une autre partie passe entre Carcados Carajos (Saint-Brandon)
et I'le Maurice (Pous et al., 2010). Le CNEM passe ensuite par le cap d’Ambre au
nord de Madagascar et continue vers la cbte est-africaine, au niveau de l'archipel
de Quirimbas, au nord du Mozambique, ou il alimente le courant cétier est-africain
(Guyomard et al., 2006). Ce courant traverse également les Comores, qui se situent

entre la pointe nord de Madagascar et le nord du Mozambique.
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Dans chaque compartiment (Pacifique et Indien) les courants marins
provoquent des gigantesques tourbillons d’eau océanique, les gyres subtropicaux,
qui peuvent étre autant de facteurs influant positivement ou négativement sur la
dispersion marine. Il y en a trois : le gyre du Pacifique nord, le gyre du Pacifique sud
et le gyre de I'Océan indien. La formation de ces gyres implique aussi bien les
courants équatorial, Sud-équatorial et Nord-équatorial. Notons enfin que le sens
des courants peut étre perturbé par les cyclones, permettant ainsi a des larves

d’atteindre des endroits inaccessibles dans les conditions climatiques normales.

En général, la connectivité des populations due, notamment, a leurs
capacités dispersives, et I'endémicité évoluent en sens inverse. En effet, la
différenciation génétique augmente avec la diminution du flux de génes, processus
dans lequel la DVL joue un rdéle important (Treml et al., 2015) mais probablement
pas déterminant (Bowen et al., 2006). En effet, on a longtemps cru que la DVL et
les capacités de dispersion étaient corrélées, et plusieurs études allant dans ce
sens ont été réalisées sur des mollusques, mais aussi sur des crustacés et des
poissons (Scheltema, 1971 ; Myers et al., 2000 ; Kano & Kase, 2003 ; 2004 ; 2008 ;
Hoareau et al., 2007a ; Crandall et al., 2010 ; Dennenmoser et al., 2010 ; Lord et
al., 2010 ; Feutry et al., 2012a). Ainsi, par exemple, I'étude réalisée par Lord et al.
(2010) sur trois espéces de gobies amphidromes du genre Sicyopterus, a montré
que les deux especes endémiques posseédent des DVLs nettement plus courtes que
I'espéce cosmopolite Indo-Pacifique, S. lagocephalus, qui serait originaire du
Pacifique-ouest (Hoareau et al., 2007a ; Lord et al., 2012). Néanmoins, I'endémisme
chez les espéces a fort potentiel dispersif ne peut pas s'expliquer par la DVL. Et ce
d'autant plus que la rétention larvaire et la dispersion restreinte ne sont pas des
facteurs favorables dans les habitats d'eau douce instables en milieu insulaire
tropical, au vu des conséquences sur la capacité des populations a s'adapter aux
changements écologiques locaux (Levin, 2006). L'avantage pour les espéces dans
ces milieux insulaires serait de pouvoir disperser le plus loin possible et coloniser
des iles lointaines et isolées, pour assurer la survie de l'espéce. En permettant de
retarder la métamorphose afin d'atteindre des riviéres favorables a coloniser, une
longue phase larvaire marine pourrait étre une adaptation a la vie dans les systemes
insulaires d'eau douce trés instables (Crandall et al., 2010 ; Lord et al., 2010, 2012).
Il semble donc que I'endémisme, chez les espéces a fort potentiel dispersif, ne peut

étre que le résultat d'une combinaison complexe de facteurs historiques,
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biogéographiques, environnementaux et physiologiques ou de contraintes
sélectives locales (Lord et al., 2012), voire d'un changement d'habitats et d'une

spécialisation écologique (Triantis, 2011).

Soulignons que la DVL confert un potentiel de dispersion qui ne se
transforme pas nécessairement en capacité. Le sujet fait débat, dans la mesure ou
plusieurs études réalisées ont montré que la DVL n'est pas un bon prédicteur de la
dispersion, et donc des flux de génes et de la structure géographique des
populations. Shanks et al. (2003) indiquent que la DVL explique plus de 60% de la
variabilité de la distance de dispersion. Aprés avoir analysé les distances de
dispersion de plusieurs espéces appartenant a différents groupes biologiques, dont
les mollusques, les crustacés et les poissons ayant une DVL s'étendant de 6 a 293
jours, Shanks (2009) a constaté que ces distances sont inférieures a ce que I'on
pourrait attendre s'il s'agissait de particules passives transportées par un courant
océanique. Il en a conclu que le comportement larvaire joue un réle déterminant
dans la distance de dispersion. Une grande flexibilité du comportement en réponse
aux conditions hydrologiques donnerait aux larves beaucoup plus de latitude dans
le contréle de leurs mouvements (Levin, 2006). Bowen et al. (2006) abondent dans
ce sens en évoquant le cas de deux poissons récifaux sans aucune structuration
genétique pour celui dont la DVL est la plus courte, contrairement a celui qui a la
plus longue DVL. A lissue d'une méta-analyse d'un échantillon de 300 études
publiées, Weersing & Toonen (2009) sont arrivés a la méme conclusion, en
précisant que le positionnement vertical dans la colonne d'eau permet de maximiser
le temps de séjour prés des sources de nourriture, de minimiser la prédation,
d'atténuer l'advection et/ou de faciliter le transport vers I'habitat d'installation

approprié.

La disparité dans la répartition géographique d'especes ayant des potentiels
de dispersion comparables serait liée a la tolérance environnementale (Hansen,
1980). La distribution géographique des populations serait le résultat de la
combinaison entre la tolérance environnementale et la dispersion, des espéces a
larves non planctotrophes mais eurytopes pouvant étre répandues et moins
sensibles aux phénomeénes d'extinction que celles a larves planctoniques mais

sténotopes.
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2.- Contexte et problématique

On est dans la situation paradoxale ou les pays riches des régions
tempérées sont les mieux connus et continuent de recevoir une part
disproportionnée de l'attention des chercheurs, tandis que c'est dans les
pays pauvres, qui souffrent d'un déficit de connaissances, de moyens
budgétaires et d'infrastructures pour étudier leur biodiversité, qu'il y a le plus
de découvertes a faire, et la aussi que la biodiversité est la plus menacée.
C'est ce décalage entre moyens et besoins que la Convention sur la
diversité biologique a reconnu sous le nom de "handicap taxonomique".
Malgré ce handicap et ce déséquilibre, 60% des espéces de mollusques
marins nouvellement décrites proviennent bien, comme on pouvait s'y
attendre, des mers tropicales. La région tropicale Indo-ouest Pacifique se
taille la part du lion, ce qui s'explique par le fait qu'elle est la plus riche en
especes et que sa superficie est la plus étendue.

Philippe Bouchet
Regard sur les coquillages, 2007

2.1.- Le contexte de I’étude

En ce début du 21¢ siecle, la crise de la biodiversité est probablement I'un
des rares sujets sur lequel tous les acteurs politiques, sociologiques ou scientifiques
sont d’accord. La communauté scientifique internationale s’est mobilisée pour
essayer de comprendre les signaux climatiques et anthropiques dans le
changement climatique global et dans les bouleversements du fonctionnement des
ecosystemes (Barats, 2006). Depuis quelques temps déja, on n’arréte pas de parler
de « crise de la biodiversité » et de « sixieme extinction » (Leakey & Lewin, 1996).
Récemment, deux équipes internationales de chercheurs ont mené des études sur
le sujet, 'une travaillant sur les vertébrés (Ceballos et al., 2015) et l'autre sur les
invertébrés (Régnier et al., 2015). Leur conclusion est sans appel : la sixieme
extinction massive d'espéces est en marche. La destruction de I'habitat naturel, la
surexploitation des ressources et des espéces, la pollution et le changement
climatique, etc., contribueraient notablement a cette catastrophe annoncée. Du fait
de lactivité de l'espéce humaine, le rythme d'extinction des espéces serait
actuellement au moins 100 a 200 fois supérieur au rythme naturel. Certains auteurs
(Lohman et al., 2011) projettent, par exemple, au rythme actuel de la perte
d'habitats dans le vaste archipel malais (Insulinde) comptant plus de 20 000 fles,
une extinction allant jusqu'a 85% des espéces de la région en 2100. Cette région
étant une des plus menacées mais aussi des plus riches dans le monde, on ne peut

maintenir la richesse de sa biodiversité qu’au prix d’efforts de conservation intensifs.

u
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Les scientifiques estiment que l'on peut encore éviter cette décroissance
dramatique de la biodiversité et la perte subséquente de services écosystémiques
grace a l'intensification des efforts de conservation, mais il faut faire vite car la
fenétre d'opportunité se referme rapidement (Ceballos et al., 2015). Comme le
souligne Gros-Désormeaux (2012), il est certes normal que, pour assurer sa survie,
'espéce humaine rentre en compétition avec d’autres taxa dans I'exploitation de
'espace et de ses ressources. Néanmoins, pour diverses raisons (éthiques,
esthétiques, économiques, sociologiques, culturelles, écologiques), sa sphére
intellectuelle lui impose de prendre en considération la conservation de la vie sous
toutes ses formes. Il a dés lors la responsabilité de pérenniser sa propre existence
dans un altruisme tourné vers les besoins des générations futures, mais aussi les

besoins d’autres entités biologiques avec lesquelles il partage la biosphére.

Dans ce contexte, la gestion de la diversité biologique doit étre un objectif
prioritaire pour les espaces insulaires, beaucoup plus vulnérables. Et comme nous
ne pouvons protéger que ce que nous connaissons (Raven, 2004), une bonne
connaissance, aussi bien du cycle de vie des organismes et leur répartition, que de
la taxinomie de la biodiversité, est essentielle pour les différents acteurs impliqués

dans la préservation et la conservation.

Depuis les travaux de Darwin et Wallace, les iles sont présentées comme
des écosystémes singuliers et fragiles, mais en méme temps comme des centres
privilégiés d’endémisme et d’études de I'évolution. Les rivieres des systemes
insulaires, en particulier, abritent de nombreuses espéces d’organismes migrateurs
diadromes (voir Chapitre 2) qui sont les seules espéces capables de coloniser
naturellement les cours d’eau. Les stratégies de dispersion de ces organismes
diadromes représentent un moteur essentiel de la structuration et de la persistance
des communautés allant de I'échelle locale du cours d’eau, d’'une ile ou d'un
archipel, a I'’échelle régionale (Keith, 2003 ; Lord et al., 2012 ; Castelin et al., 2013 ;
Feutry et al., 2013). En raison de l'isolement, les populations locales de ces espéces
n’assurent leur pérennité qu’en maintenant une dispersion marine forte, permettant
la colonisation de milieux nouveaux et un recrutement indépendant des conditions
locales de reproduction. Ces organismes (poissons, crustacés, mollusques)
pondent en général en eau douce ou saumatre et les larves dévalent vers la mer

ou elles vivent une phase planctonique dont la durée (quelques jours a quelques
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mois) est trés variable selon les espéces, puis elles retournent vers les riviéres ou
elles grossissent et se reproduisent; on les qualifie d'espéces diadromes

amphidromes (voir Chapitre 2).

Chez les mollusques Gastéropodes, la famille des Neritidae est constituée
d’'espéces a répartition restreinte et d’espéces a plus large répartition. De
nombreuses questions se posent sur ce groupe : pourquoi certaines espéces sont-
elles a répartition restreinte, alors qu'’il existe a priori une phase de dispersion
marine ? Quelles différences peut-on observer dans les traits de vie entre espéces
endémiques et espéces a plus large distribution ? Quels sont les facteurs qui
régulent dispersion et recrutement ? Comment s’effectuent les échanges entre les

populations ?

Devant 'augmentation de la pression humaine sur les riviéres insulaires, il
est nécessaire de prévoir un programme de gestion durable de ces taxons et de
leurs habitats. Le préalable consiste a étudier leurs traits de vie afin de comprendre
leur cycle biologique. Mon étude portera donc sur les Mollusques Gastéropodes

amphidromes qui colonisent la région Indo-Pacifique.

2.2.- Problématique et objectifs

Le cycle biologique complexe des gastéropodes diadromes souléve un
certain nombre de questions qui sont a I'origine de la problématique de cette these,

notamment en ce qui concerne les modalités de dispersion.

Aprés ce chapitre introductif, un premier chapitre traitera des matériels et
méthodes utilisés dans ce travail. Il s’agira de préciser la zone d’étude, le matériel
biologique, I'échantillonnage et les différentes méthodes mises en ceuvre pour la

taxinomie, les analyses moléculaires et I'étude des structures calcifiées.

by

Un deuxiéme chapitre s’attachera a expliciter la complexité de
I'amphidromie, en tant que cycle vital des nérites d’eau douce. L’état actuel des
connaissances sur ce cycle sera passé en revue pour toutes les étapes concernées

(croissance, reproduction, dispersion, recrutement, migrations amont et aval).

Dans notre travail, nous nous intéresserons au complexe ‘Neritina pulligera’,

et plus particulierement aux espéces N. knorri, N. stumpffi et N. canalis, qui n’ont

%
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pas fait 'objet d’études approfondies. Elles ont été seulement signalées et
localisées géographiquement par différents auteurs, alors que, comme le montre
Cook et al. (2009) sur certains taxons, la phase marine de ce cycle (développement
et dispersion larvaire) détermine la structure génétique des populations des
espéeces amphidromes. En effet, les échanges génétiques entre les populations se
feront localement, régionalement ou a plus longue distance, selon les capacités de
dispersion des larves veéligeres. Pourquoi existe-t-il des espéces cosmopolites,
capables de coloniser des archipels allant de I'ouest de 'océan Indien a I'est de
'océan Pacifique, et des espéces endémiques a différentes échelles, alors que

toutes ces espéces sont supposées avoir un méme cycle biologique diadrome ?

Dans un premier temps, une mise au point taxinomique et phylogénétique
sera indispensable afin, notamment, de vérifier si les espéces choisies dans notre
complexe et pour cette étude sont bien des « bonnes espéces », avec leurs
variabilités et leur évolution. Ceci sera développé dans le troisieme chapitre. En
effet, Neritina pulligera (Linné, 1767) semble désigner, selon les auteurs, soit une
vraie espéce localisée dans le Pacifique et 'océan Indien oriental, soit une espéce
complexe dont les représentants dans I'océan Indien occidental seraient N. knorri
(Recluz, 1841) et N. stumpffi Boettger, 1890 ; soit une sorte de fourre-tout ou I'on
rassemble en synonymie les espéces citées et bien d’autres encore telles que
N. petitii (Recluz, 1841), N. iris Mousson, 1849, N. canalis Sowerby, 1825,
N. bruguierei (Recluz, 1841), etc. (Tryon, 1888 ; Starmuihlner, 1983, 1984 ;
Gerlach et al., 2011). Nous désignons par "complexe Neritina pulligera" I'ensemble

de toutes les especes mises en synonymie de ce taxon.

Nous rechercherons aussi s'il existe des structures génétiques visibles dans
les populations de ces espéces, des échanges de genes entre les populations qui
pourraient nous aider a comprendre les mécanismes de dispersion larvaire et de
mettre en évidence d’éventuelles barrieres a la dispersion. Dans ce contexte, les
capacités de dispersion des organismes doivent étre prises en compte car elles
influent sur la nature et l'efficacité des barriéres aux flux de génes. Nous nous

intéresserons ainsi aux espéces N. stumpffi et N. canalis dans le chapitre 4.

Enfin, la structure de l'opercule de ces Nérites n'ayant pas fait I'objet d'étude
approfondie dans le cadre de la compréhension de leurs traits d'histoire de vie, nous

entreprendrons ce travail par différentes méthodes, afin d'ouvrir la voie a de futures
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recherches sur ces espéces (Chapitre 5). Nous terminerons par un chapitre de

conclusion et perspectives.

L’'objectif de la these est donc de réaliser une étude permettant d’allier
I'acquisition de connaissances fondamentales sur la taxinomie et les traits de vie de
certaines especes de Neritidae diadromes et la recherche appliquée, afin d’établir
les bases de leur gestion. La comparaison des résultats obtenus avec ceux déja
acquis sur les autres groupes (macrocrustacés, gobies, etc.) donnera aussi des
eléments de gestion pour I'ensemble du compartiment riviere des systemes
insulaires. L’analyse des modes de dispersion au niveau des iles offre, en effet, des

perspectives sur la gestion des habitats fragmentés (Covich, 2006).

Cette problématique fait partie des recherches menées, d’'une part, par
'UMR BOREA « Biologie des Organismes et Ecosystémes Aquatiques », a travers
I'équipe « Dispersion larvaire et organisation en milieu austral et insulaire tropical »
et, et d’autre part, par TUSR 3278 CNRS-EPHE-UPVD (CRIOBE) « Centre de
Recherches Insulaires et Observatoire de I'Environnement », basé en Polynésie

francaise.

w
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CHAPITRE 1- MATERIELS ET METHODES
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Chapitre 1 : Matériel et méthodes

1.- Modéles de I’étude

Cette étude porte sur une zone géographique et un groupe biologique bien

déterminés.

1.1- Modele géographique

Un cadre insulaire : iles océaniques du Pacifique et de 'océan Indien.

L’aire d’étude de cette thése est constituée d'une partie du bassin
Indo-Pacifique (de la Polynésie francaise, la Nouvelle-Calédonie a la Micronésie et
'Indonésie jusqu’aux iles de l'océan Indien occidental (Comores, Seychelles,
Madagascar, Mascareignes) (Figure 1). Cette zone appartient a la province

biogéographique Indo-Pacifique.
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Figure 1: Zones de provenance des échantillons analysés

1.2- Modele biologique

1.2.1- Groupe biologique

L’étude concerne des mollusques gastéropodes d’eau douce.
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Chapitre 1 : Matériel et méthodes

Nous avons choisi, pour cette étude, des mollusques gastéropodes de la famille

des Neritidae :

- Une espéce a trés large répartition, Neritina pulligera (Linné, 1767) qui, d’apres
Gerlach et al. (2011), Haynes (1988, 1990, 2001, 2005), Brown (1994) et
Starmuhlner (1983), couvre pratiquement tout le bassin Indo-Pacifique jusqu’en
Afrique de l'est (Australie, Fiji, Nicobar, Andaman, Guam, Malaisie, Indonésie,
Micronésie, Papouasie Nouvelle-Guinée, Philippines, Nouvelle-Calédonie, Solomon,
Vanuatu, Thailande, Comores, Seychelles, Madagascar, Mascareignes,
Mozambique, Kenya, Tanzanie et Afrique du Sud). Cette espéce serait variable et
aurait plusieurs sous-espéces, dont certaines sont sensées la représenter dans

'océan Indien. Nous l'appelons donc le complexe "N. pulligera”.

- Une espéce a aire de distribution restreinte, Neritina canalis Sowerby, 1825, connue

seulement dans le Pacifique.

1.2.2- Echantillonnage

Une bonne partie du matériel biologique concernant 'océan Indien a été récolté
lors de missions antérieures aux travaux de cette thése et auxquelles nous avons
participé. C’est le cas des Comores, ou deux campagnes ont eu lieu en 2005 et 2006.
Des récoltes ont été réalisées du 30/10 au 4/11/2005 a Mwali (Mohéli) et Ndzuwani
(Anjouan) lors d’'une mission d’inventaire financée par Conservation International
(Keith et al., 2006). Une autre mission, conduite par I'ARDA (Association Réunionnaise
de Développement de I'Aquaculture) a eu lieu a Maore (Mayotte) du 13 au 21/05/20086,
dont le but était de caractériser les peuplements de poissons et d'invertébrés des eaux
douces (endémisme, répartition, habitats, espéces introduites) en vue de fournir aux
gestionnaires un outil de connaissance utile pour la mise en place de mesures de

gestion et de conservation (Valade et al., 2007).

Pendant la thése, nous avons aussi pu, avec l'aide de 'TUMR BOREA, réaliser
des récoltes a Mohéli les 30 et 31/12/2013. Une mission spécifique organisée

conjointement par 'UMR BOREA et le CRIOBE nous a permis d’échantillonner et de
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faire du marquage vital 8 Moorea' et Tahiti en Polynésie frangaise durant le mois de
février 2014. En outre, nous avons pu bénéficier d’échantillons collectés par les
membres de notre équipe d’accueil au sein de TUMR 7208 BOREA (Equipe 4 :
Dispersion larvaire et organisation en milieu austral et insulaire tropical) et par des
partenaires de la zone Indo-Pacifique, ainsi que des collections muséologiques. C’est
ainsi que nous avons enrichi notre matériel notamment par des échantillons des
Seychelles, de Nouvelle-Calédonie, de Samoa et Fidji, de Mayotte, d'Indonésie, de
Futuna et d’Okinawa (Tableau 1). Par ailleurs, nous avons complété notre
échantillonnage en rajoutant des séquences de génes, trouvées dans GenBank, de
spécimens issus du Japon, des Philippines, de Guam, de Salomon, de Vanuatu, des
Samoa et de Maurice (Kano, 2009). En raison de la qualité de conservation de certains
spécimens, I'analyse moléculaire n’a concerné qu’'une partie des échantillons en
alcool. Du matériel sec des collections historiques du MNHN a été également examiné.
Le nombre de spécimens étudiés pour chaque espéce est donné dans chaque chapitre

en fonction des méthodes utilisées et des objectifs.

Les Nérites ont été essentiellement collectés a vue. lls sont, en effet,
pratiquement tous visibles a I'ceil nu, accrochés au substrat de blocs rocheux, Les
spécimens ont éteé fixés a I'alcool a 70 % et a 95 %. Nous avons identifié nous-méme

les espéces, en nous aidant de la littérature et des collections détenues par le MNHN.

! Graphie officiellement établie du nom de cette Tle polynésiene, anciennement appelée "Aimeho". La transcription

correcte  devrait étre  "Mo'o-re'a", qui se traduit littéralement par le "lézard jaune"
(http://www.tahitiheritage.pf/legende-lezard-jaune-moorea/). Cette Tle abrite le CRIOBE;
42
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Tableau 1 : Localités et espéces échantillonnées, y compris celles dont les séquences moléculaires
ont été trouvées dans GenBank

Localités Espeéces
- Comores (Moheli, Anjouan, - Neritina stumpffi, Neritina knorri,
S Mayotte)
E’ - Seychelles Neritina stumpffi
c
3 - Madagascar Neritina knorri
(&)
> - Maurice Neritina knorri (Neritina delestennei)
- Indonésie (Bali) Neritina pulligera, Neritina iris,
Neritina delestennei, Neritina pulligera,
- Japon (Okinawa, Amami) Neritina iris, Neritina sp. Suji, Neritina petitii,
Neritina asperulata, Neritina sp. Kuro
Neritina delestennei, Neritina pulligera,
- Micronésie (Guam, Pohnpei) Neritina iris, Neritina sp. Suji, Neritina
asperulata, Neritina sp. Kuro
- Futuna Neritina stumpffi, Neritina canalis
= - Nouvelle-Calédonie Neritina stumpffi, Neritina petitii, N. knorri
=2 Neritina stumpffi, Neritina canalis, Neritina
= - Vanuatu s "
S powisiana, Neritina asperulata
% - Samoa Neritina canalis, Neritina pulligera,
] " -
0 - Fidji Neritina petitii
o _ Philiopines Neritina iris, Neritina asperulata, Neritina
PP petitii, Neritina pulligera, Neritina knorri
- Salomon Neritina petitii, Neritina asperulata
- Malaisie (Perak) Neritina knorri
- Indochine Neritina delestennei
- Australie Neritina pulligera
- Polynésie frangaise . . . .
(Moorea, Tahiti) Neritina canalis, Neritina knorri
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2.- Analyses moléculaires

2.1- Choix des genes

Pour les analyses moléculaires, deux génes ont été choisis, le COl et le 28S.

Le géne mitochondrial codant pour la premiere sous-unité de la cytochrome
oxydase (COl), une protéine qui intervient dans la chaine respiratoire, a été retenu
comme marqueur de référence pour lidentification taxinomique des organismes
vivants dans le projet « Barcoding of life » (Hebert et al., 2003). Ce géne remplit toutes
les conditions qu’'un marqueur moléculaire doit avoir pour servir dans une analyse
phylogénétique, selon Avise et al. (1987). En effet, il est fortement conservé et
universellement distribué au sein de tous les organismes aérobiques ; il est facile a
isoler et a une structure génétique simple, dénuée d’éléments transposables, de
pseudogénes, de séquences répétées ou introniques ; il est informatif au niveau
spécifique et populationnel et présente un taux d’évolution rapide ; son taux de
variabilité intraspécifique est faible ou nul, par opposition a un taux de variabilité
interspécifique qui est plus élevé. En outre, TADN mitochondrial (ADNmt) étant une
molécule haploide et a transmission monoparentale, le temps de coalescence moyen
(c'est-a-dire le temps qui sépare deux copies de leur plus proche ancétre) est quatre
fois plus court pour un gene mitochondrial que pour un géne nucléaire (diploide a
transmission biparentale). Ce marqueur permet d’inférer des relations
phylogénétiques récentes, et donc de visualiser la structure entre les populations d’'une
méme espece, voire de détecter la présence éventuelle d’espéces distinctes au sein
d’'un échantillonnage donné. Il présente aussi I'avantage d’étre plus facilement
amplifiable, le nombre de mitochondries, et donc de copies dADNmt, étant élevé.
Enfin, il existe beaucoup de données déja disponibles pour ce marqueur, ce qui
permettra éventuellement de replacer ces especes dans un échantillonnage plus
complet (Taillebois, 2012).

Pour compléter les résultats du marqueur mitochondrial, nous avons choisi un
marqueur nucléaire, le géne de la sous-unité 28S de 'ARN ribosomique (ARNr). Ce
marqueur est souvent utilisé dans les analyses moléculaires concernant les
gastéropodes et autres invertebrés (Colgan et al., 2000 ; Kano et al. 2002 ; Colgan et
al., 2003 ; Jgrgensen et al, 2008; 2010; Castelin et al., 2012; 2013 ;
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Puillandre et al., 2012b ; 2014). L'avantage d'utiliser deux types de génes ayant des
histoires généalogiques indépendantes, est que les résultats de la comparaison des
données qui en sont issues seront plus robustes (Castelin et al., 2012). Les
marqueurs nucléaires évoluent beaucoup moins vite que les mitochondriaux, mais le
domaine D2 que nous avons ciblé, tel que défini par Hassouna et al. (1984), est I'un
des plus variables du géne. Par ailleurs, ce domaine D2 est considéré par Shylla et al.
(2013) comme étant le plus robuste et pouvant étre complémentaire de 'ADN

mitochondrial dans le barcoding moléculaire.

2.2- Extraction des ADN totaux

2.2.1- Digestion enzymatique

Pour chaque individu sélectionné, nous avons prélevé quelques milligrammes
de tissu du muscle du pied, en prenant soin d’éviter les contaminations éventuelles
d'un individu a l'autre. Pour cela le port de gants est obligatoire et le matériel de
dissection est lavé a I'eau de javel puis rincé a 'eau déminéralisée aprés chaque
prélevement effectué sur un individu. Les tissus sont disposés individuellement dans
une plaque 96 puits. Nous avons, ensuite, versé 200 ul d’'un mélange composé de
2,5 ml de Protéinase K et 18 ml de tampon de lyse T1. Nous avons scellé la plaque a
I'aide de papier-aluminium spécial, et 'avons placée, aprés centrifugation, dans une

étuve durant plus de 12h sous agitation, jusqu’a ce que tout le tissu soit digéré.

2.2.2- Extraction

L’ADN génomique total est extrait dans des plaques de 96 puits, a I'aide du
robot semi-automatique eppendorf « epMotion 5075 » (voir figure 2). L’extraction se
fait suivant le protocole du Kit NucleoSpin® 96 Tissue de MACHEREY-NAGEL.

Aprés avoir centrifugé la plaque d’ADN, nous avons rempli les bacs de produits
(BQ1, BW, B5, BE) et avons positionné le tout dans le robot selon les préconisations
du protocole. Globalement 'ADN est complexé a une membrane de silicate
positivement chargée. Cette membrane est rincée plusieurs fois avec un tampon a
base d’éthanol pour éliminer les impuretés et les restes de débris cellulaires. L’ADN
est ensuite élué dans du tampon d’élution. L’ensemble des étapes se fait par aspiration
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sous vide et ne nécessite pas de centrifugation. Les solutions d’ADN sont conservées

dans la plaque 96 puits a -20°C.

" epMotion 5075

Figure 2 : Le robot d’extraction epMotion 5075

2.3- Amplification par PCR et séguencage

2.3.1- Les amorces

Des fragments des génes mitochondrial COI et nucléaire 28S ont été amplifiés
par réaction de polymérisation en chaine (PCR : Polymerase Chain Reaction). Nous
avons utilisé les amorces universelles LCOI1490 et HCO2198 pour le COI
(Folmer et al., 1994) et C1’ et D2 pour le 28S de 'ARNTr (Jovelin & Justine, 2001).

Tableau 2 : Amorces utilisées et longueur de la région amplifiée

. e Longueur
Mar r Amor n Référen
arqueu orce Séquence ererence amplifiée

LCO1490 (forward) ~ 5—~GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'

co! HCO2198 (reverse) 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3 ' ormeretal, 1994 609 pb
285 C1’ (forward) 5-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3 Jovelin & Justine, 700 o
D2 (reverse) 5-TCCGTGTTTCAAGACGGG-3 2001 P

2.3.2- L’amplification
Pour chaque échantillon, 'amplification a été réalisée dans un volume d’environ
21 ul contenant 12,94 pl d’eau stérile, 2 yl de tampon TAQ, 1 yl de DMSO (DiMéthyl
SulfOxyde), 1 pyl de BSA (Sérum Albumine Bovine), 1,5 pyl de MgClz, 0,80 pl de Mix
dNTP (DésoxyNucléotide TriPhosphate) a 6,6mM, 0,32 pl de chaque amorce,
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0,12 ul de Taq polymérase de chez Qiagen, 1a 1,5 uld’ADN pour le COIl ou 3 ul ’ADN
dilué au 1/10 pour le 28S. La PCR est réalisée a I'aide d’'un thermocycleur Bio-Rad
C1000 Touch™, suivant le programme indiqué dans le tableau 3. Les produits de PCR
sont visualisés par migration électrophorétique sur un gel d’agarose a 1,5 %, préparé
avec du tampon TBE (Tris, Borate, EDTA) et un agent intercalent de 'ADN, le BET
(Bromure d’Ethidium), dont la détection se fait par exposition aux ultraviolets (UV). Le
marqueur MXIV est utilisé pour évaluer la taille des produits amplifiés. Le séquengage
des produits PCR est réalisé par une société commerciale (Eurofins; http:

/lwww.eurofins.fr) en utilisant les mémes amorces.

Tableau 3 : Programme pour une PCR

Col 28S
Phase Durée  Température Durée Température

Dénaturation initiale 3 min 95°C 4 min 94°C
Dénaturation 30s 95°C 40 s 94°C
Hybridation 30s 40-42°C 40's 58°C 40 cycles pour COI

y 38 cycles pour 28S
Elongation 45s 72°C 50s 72°C
Elongation finale 5 min 72°C 5 min 72°C

2.4- Nettoyage et alignement des séquences

2.4.1- Vérification et nettoyage

Les séquences ont été vérifiees visuellement et nettoyées sur leur
chromatogramme a l'aide du logiciel CodonCode Aligner 5.0.2 (Codon Code
Corporation). La comparaison des deux brins (forward et reverse) permet de lever les

ambiguités sur 'un d’eux grace a I'autre séquence.

2.4.2- Alignement des séquences

Aprés le nettoyage les séquences ont été alignées par Clustaw a l'aide du
logiciel MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Les ARN ribosomiques peuvent parfois poser
des problémes en raison de la nature méme de leurs structures sécondaires, formées
de tiges et de boucles (Hassouna et al., 1984). Les tiges sont des séquences
complémentaires qui s’apparient, et les boucles sont de 'ARN simple brin, situées
entre les tiges. Ce sont donc les boucles qui peuvent poser probléme lors de

I'alignement. L’ADN nucléaire étant diploide, le chromatogramme peut présenter des

S
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doubles pics indiquant une hétérozygotie du géne. Mais dans notre cas les
alignements ont posé peu de problémes. Pour le COI, notre échantillonnage a été
enrichi des séquences AB477472 a AB477514, issues de DDBJ/EMBL/GenBank, qui
ont servi dans une analyse phylogénétique de certaines espéces du genre Neritina
(Kano, 2009).

2.5- Analyse des données

2.5.1- Reconstruction phylogénétique a partir de
données moléculaires

Toutes les méthodes de reconstruction souffrent d'un sérieux
handicap : il est en effet impossible de refaire I'histoire et de confronter la réalité
historique aux résultats obtenus par une méthode quelconque. Cependant (...)
les méthodes de reconstruction phylogénétique ne sont pas de pures
spéculations et ont quelque lien avec la réalité.

Darlu & Tassy (1993)

Il existe différentes méthodes de reconstruction phylogénétique. On distingue,
notamment, les méthodes phénétiques et cladistiques, qui sont basées sur le concept
de ressemblance ou similitude, et les méthodes probabilistes permettant de choisir
I'arbre le plus vraisemblable parmi plusieurs, réalisés sous un modéle d’évolution des
caractéres déterminé (Darlu & Tassy, 1993). Selon ces auteurs les différentes
méthodes se distinguent essentiellement par le traitement de la similitude. Pour la
cladistique (Hennig, 1966), il est primordial d’identifier les états des caractéres, ceux-ci
pouvant étre ancestraux (plésiomorphes), dérivés (apomorphes) ou homoplasiques
(convergences et réversions). Seule la similitude liée aux traits homologues, permet
d’éviter les « fausses » similitudes que sont les homoplasies, pouvant étre induites par
la similitude globale, sur laquelle se base les méthodes phénétiques
(Darlu & Tassy, 1993). Il apparait donc qu’une parenté étroite se manifeste par le
partage d’un état apomorphe de caractéres homologues (Darlu & Tassy, 1993 ;
Hennig, 1966). Quant aux approches probabilistes, leur domaine d’application
privilégié est le traitement des données moléculaires (Darlu & Tassy, 1993 ; Delsuc &
Douzery, 2004a), car elles sont les seules capables de coupler I'inférence des
modalités évolutives des séquences moléculaires avec la reconstruction de la

phylogénie (Delsuc & Douzery, 2004a).
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2.5.2- Les méthodes probabilistes

Les méthodes probabilistes sont fondées, non pas sur la ressemblance, mais
sur la vraisemblance. Elles nécessitent la définition préalable d'un modéle explicite
d'évolution des caractéeres (Darlu & Tassy, 1993). Les plus utilisées sont la méthode
du maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood- ML) et I'inférence bayésienne
(IB). Mais, bien qu’étant fondées toutes les deux sur la fonction de vraisemblance
utilisant les mémes modeles d’évolution des séquences, elles difféerent par le concept
de probabilité qu’elles emploient (Delsuc & Douzery, 2004a). La premiéere sélectionne
'arbre qui maximise la vraisemblance (I'arbre ayant la plus forte probabilité d’avoir
conduit aux données), alors que I'approche bayésienne assigne une distribution de
probabilités a priori aux différents arbres et réalise des inférences a partir de la

distribution des probabilités a posteriori de ces arbres.

Le concept de probabilité admet plusieurs interprétations, qui se rattachent
toutes a deux courants inférentiels : 'approche fréquentiste et 'approche bayésienne.
Pour l'approche fréquentiste, la probabilité mesure la fréquence d’apparition d’un
événement donné, qui se stabilise progressivement lorsque le nombre de réalisations
croit considérablement. Le ML est une méthode fréquentiste qui détermine les
paramétres du modeéle choisi pour que la probabilit¢ d’observer les données
expérimentales sous ce modeéle soit la plus grande possible (Delsuc & Douzery,
2004a). Dans l'approche fréquentiste les probabilités sont conditionnelles aux
parametres, qui sont supposés connus, mais qui ne peuvent pas et ne doivent pas étre
probabilisés. Dans I'approche bayésienne, la probabilité représente une mesure de
crédibilité ou du degré de confiance dans I'occurrence d’un événement ou la véracité
d’une proposition donnée, compte tenu des informations disponibles. Les parameétres
du modeéle peuvent étre probabilisés. Dans tous les cas, la qualité de I'arbre obtenu
dépend de I'adéquation du modele d’évolution choisi. Dans cette étude, Nous avons
choisi 'approche bayésienne pour 'analyse des données moléculaires. Cette méthode
est plus flexible et permet 'implémentation de modeéles d’évolution des séquences
complexes, incorporant un grand nombre de parameétres, en un temps de calcul
raisonnable (Delsuc & Douzery, 2004b ; Douady et al., 2003 ; Douzery et al., 2010).
Elle permet donc de traiter plus de taxons. Le ML, par contre, est vite limité par un

temps de calcul rédhibitoire, pour des jeux de données conséquents (Delsuc &

Douzery, 2004a).
49
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2.5.3- La méthode bayésienne

2.5.3.1- Le théoréeme de Bayes

La formule de Bayes combine la probabilité a priori et la vraisemblance pour
générer une probabilité postérieure (a posteriori). La probabilité Pr(H/X), de

I'hypothése H sachant les données X, se calcule ainsi :

Pr(H/X) = Pr(X/H).Pr(H)/Pr(X)

/

probabilité vraisemblance probabilité a priori probabilité
posterieure de 'hypothese H des données
Modéle de
fonctionnement
i XIH
Connaissance a [J'\i'}] Connaissance aprés
priori (Expertise) mise & jour
4 [H] Formule de Bayes “[H /X] q
~ Grande I|I | La précision
imprécision [X/H].[H] [ sur les
- _ [ | inconnues du
[H/IX] = —— &= phénoméne
[X] [ s 'améliore
P — N H !'I \ » H
LI
Données Experim.
X=X, X, X
Figure 3 : lllustration de la formule de Bayes, modifiée d'aprés Parent (2012)

La probabilité postérieure d’'une hypothese peut donc étre interprétée comme
la probabilité que cette hypothése soit vraie sachant les données (Delsuc & Douzery,
2004b). Parent (2012) donne une illustration de la formule de Bayes représentée par

la figure 3.

2.5.3.2- L’inférence bayésienne de la phylogénie

La formule de Bayes est utilisée pour calculer la probabilité postérieure Pr(A/D)
d’'un arbre A, qui est interprétée comme étant la probabilité que cet arbre soit vrai

connaissant les données D.

Pr(D/A).Pr(A)

Pr(A/D) = s
.

w0
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- Pr (D/A) est la vraisemblance des données D, sachant I'arbre A

(

Pr (A) est la probabilité a priori d’'un arbre A (avant 'examen des données)

- Pr(
(

- Pr (A/D) est la probabilité postérieure d’'un arbre A (a la lumiére des données D)

D) est la probabilité des données

Dans la méthode bayésienne les inférences sont donc réalisées a partir de la
distribution de probabilité postérieure Pr(A/D) des différents arbres évalués au cours
de l'analyse. Il s’agit d’'examiner I'espace des phylogénies et de conserver la plus
probable. Cependant, le calcul des probabilités postérieures des arbres
phylogénétiques est analytiqguement impossible, car nécessitant la prise en compte de
la fonction de vraisemblance sur toutes les combinaisons possibles de topologies,
longueurs de branches et paramétres du modele d’évolution. Par conséquent,
l'inférence bayésienne repose sur les simulations par les méthodes de Monte-Carlo
par chaines de Markov (MCMC = Markov Chain Monte Carlo) (Delsuc & Douzery,
2004b). Une chaine de Markov prend la forme d’'une marche guidée ou chaque pas
explore l'espace multidimensionnel des parameétres, impliquant une modification
aléatoire de la topologie et des longueurs de branches de l'arbre ainsi que des
paramétres du modeéle d’évolution des séquences. L’échantillonnage régulier des
valeurs de ces paramétres permet de définir une distribution de probabilités.
L’approximation de la distribution sera d’autant plus exacte que le nhombre de pas
effectués par la chaine de Markov sera élevé. Les premiers pas correspondant a la
mise en route ou phase d’allumage (« burn in ») ne sont pas pris en compte (Delsuc
& Douzery, 2004b ; Douzery et al., 2010). C’est ainsi que pour s’assurer qu’un nombre
suffisant de générations MCMC est réalisé, un algorithme permet d’utiliser nMCMC
simultanément, dont n-1 sont dites « chauffées » de maniére graduelle (Delsuc &
Douzery, 2004b). Ce qui permet de générer un échantillon de plusieurs millions

d’arbres grace au logiciel MrBayes (Ronquist et al., 2012).

Les données que nous avons obtenues pour nos deux marqueurs (COI, 28S)
ont été analysés séparément par la méthode d’inférence bayésienne (IB), avec le
logiciel MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). Le meilleur modéle de substitution
nucléotidique, avec partition par position de codon, a été sélectionné par JModelTest
2.1.1 (Darriba et al., 2012). Il s’agit du modéle GTR pour le 28S et du modéle HKY+G+I

pour le COIl. L’IB a consisté en deux analyses indépendantes de quatre chaines de

ey

L 7



Chapitre 1 : Matériel et méthodes

Markov avec méthode de Monte Carlo, de 10 millions de générations, échantillonnées
a raison de un arbre toutes les 200 générations. L'arbre consensus obtenu a été
calculé apres avoir éliminé dix pour cent des arbres générés en tant que « burn in »,

en étant assuré que la phase stationnaire a été atteinte (voir chapitre 3).

2.5.4- L’outil « Automatic Barcode Gap Discovery »
(ABGD)

L’homoplasie et la plasticité phénotypique des caractéres de la coquille,
dépendant des conditions du milieu (Puillandre et al., 2010), rendent peu fiable la
taxinomie traditionnelle basée sur la morphologie de la coquille chez les mollusques.
D’ou la nécessité d’une approche taxinomique intégrative (Puillandre, 2012b), qui
permet, notamment, de remettre en question certains paradigmes liés a la distribution

des espeéces et l'identification de complexes d’espéces cryptiques (Martin, 2013).

ABCD est une méthode se fondant exclusivement sur la distance génétique
entre les séquences d'ADN (Puillandre et al., 2012b), développée par
Puillandre et al. (2012a), permettant d’obtenir, a partir de plusieurs séquences
génétiques, des délimitations primaires d’espéces, devant étre confirmées par d’autres
approches. La méthode s’appuie sur le principe selon lequel les distances génétiques
entre les individus de la méme espéce sont censées étre plus faibles que les distances
génétiques entre les individus d'espéces différentes. Cet écart de distance génétique,
appelé « barecode gap » est utilisé comme seuil pour cette délimitation primaire des
especes. Dans la distribution par paires des distances génétiques le « barecode gap »
correspond potentiellement a un seuil entre les distances intra et inter-spécifiques. En
utilisant un modele de coalescence, la limite maximale théorique de la diversité
intraspécifique est calculée. Les détails de la méthode sont donnés par
Puillandre et al. (2012a).

Nous nous sommes servis de la version en ligne

(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/) pour analyser nos données concernant le

gene COl, en utilisant les paramétres par défaut de ABGD. Quelle que soit la valeur

de la prior utilisée, nous avons obtenu la méme partition (voir chapitre 3).
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2.5.5- Structuration géographique des populations

2.5.5.1- Génétique des populations

La génétique des populations permet de comprendre la constitution génétique
d’une population ainsi que les facteurs qui déterminent et modifient cette constitution.
La fréquence a laquelle les alléles sont présents a un locus donné au sein d’une
population peut étre modifiée par mutation, sélection, dérive ou migration. Les
analyses de génétique des populations permettent de quantifier le polymorphisme
geénétique, décrire la structuration génétique et I'histoire démographique des
populations. Mais, pour comprendre les processus qui gouvernent la distribution de
lignées généalogiques au sein d'une espéce, lintégration d’'une dimension
géographique est nécessaire. C'est ainsi que la phylogéographie s’attache a mettre
en évidence l'existence ou non de barriéres aux flux de génes ou d’isolements
géographiques (Avise et al., 1987). Des hypothéses sur I'histoire évolutive des
populations au sein d’'une espéce pourront alors étre inférées a la lumiére d’éléments

geéographiques, géologiques ou climatiques.

2.55.2- Analyse de la structure spatiale des
populations

Les indices de diversité tels que le nombre d’haplotypes, le nombre de sites
polymorphes, la diversité haplotypique et la diversité nucléotidique, ont été estimés
avec Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010).

Comme ils tiennent compte des relations entre haplotypes récents et
ancestraux qui peuvent coexister au sein des populations d’'une méme espéce, les
réseaux d’haplotypes refletent mieux la structure du réseau généalogique au sein
d’'une espéce que des arbres phylogénétiques (Bandelt et al., 1999). Aussi, pour
visualiser les relations généalogiques entre les haplotypes et leur répartition
géographique, des réseaux d’haplotypes ont été construits selon la méthode du
Median-Joining implémentée dans Network v4.6.1.4 (Bandelt et al. 1999), en utilisant
les paramétres par défaut et en réalisant une optimisation par Maximum de Parcimonie
afin d'enlever les haplotypes manquants hypothétiques non contenus dans I'arbre le
plus court compris dans le réseau. Préalablement a la construction de ces réseaux, la
recherche d’haplotypes partagés par plusieurs individus a été effectuée a I'aide du
logiciel DnaSP v5.1 (Librado & Rozas, 2009).

)
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Les niveaux de structure génétique entre les différentes localités ou groupes de
localités sont estimés par le biais de F-statistiques, un ensemble d’outils
mathématiques qui décrivent la répartition de la variabilité génétique entre et au sein

des populations (Wright, 1951). Trois paramétres ont été définis :

- Fst mesure la différentiation génétique des populations par rapport au total

- Fis mesure la déviation par rapport aux proportions attendues sous I'équilibre de
Hardy-Weinberg, au sein de chaque population (différenciation des individus a
I'intérieur des populations)

- Fir mesure la déviation par rapport aux proportions attendues sous I'équilibre de
Hardy-Weinberg sur 'ensemble des populations (différenciation des individus par

rapport au total).

Weir & Cockerham (1984) ont montré qu'il existe une correspondance entre les
parameétres F de Wright et les composantes de la variance des fréquences alléliques
dans les populations structurées. Dans le cadre de cette thése, seul l'indice de
différenciation génétique Fst (Wright, 1951 ; 1978) a été estimé, a partir d’'une analyse
de variance/covariance moléculaire (AMOVA : Analysis of MOlecular VAriance,
Excoffier et al., 1992) implémentée dans le programme Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier &
Lischer, 2010). Les Fst générés par cette analyse intégrent a la fois les fréquences
haplotypiques et leurs différences nucléotidiques par paires. Le Fst est testé par
rapport a une distribution théorique obtenue par 1000 jeux de données simulés par

permutation des individus entre les groupes prédéfinis (échantillonnage avec remise).

3.- Analyses sclérochronologiques des structures
calcifiées

Les études de sclérochronologie, science qui permet de mesurer le
temps a partir de marques naturelles enregistrées périodiquement par les tissus
durs des animaux en croissance, se sont multipliées. Les traits d’histoire de vie
impliguant la dimension temporelle (age individuel, age a maturité sexuelle,
longévité, vitesse de croissance) peuvent ainsi étre directement estimés, tant
chez les formes actuelles que chez les fossiles, avec les meilleures précisions
connues a ce jour.

Barats (2006)
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La sclérochronologie est une discipline qui étudie les piéces calcifiées dans le
but de reconstruire I'histoire vécue par les organismes vivants (Panfili et al, 2002). Le
mot dérive des racines grecques skléros « dur », chronos « temps » et logos « étude ».
Les approches sclérochronologiques sur les biominéralisations aquatiques s’avérent
pertinentes pour établir un cadre temporel précis a I'échelle de la vie d’un organisme
ou d’une population (de Rafélis et al., 2013). Plusieurs types de structures calcifiées
sont utilisés en sclérochronologie, notamment les écalilles, les os, les otolithes, les

statolithes, les coquilles, les opercules.

Ces structures sont essentiellement
composées de carbonate de calcium, qui
cristallise naturellement sous deux formes
principales : I'aragonite et la calcite. Ces deux

cristaux ont la méme composition chimique

ARAGONITE CALCITE

(CaCOs3) mais different par leur organisation Figure 4 : Systemes cristallins de
géomeétrique cristalline. L’'aragonite appartient l'aragonite et de la calcite

au systéme cristallin orthorombique, alors que la calcite est rhomboédrique (Figure 4).

Certains organismes (coraux, mollusques, poissons...) ont la capacité de
former un squelette caractérisé par une succession de couches de matrice carbonatée
de fagon journaliére, saisonniére ou annuelle, au cours de leur croissance. Cette
structure périodique est liée aux variations du taux de croissance induites par des
facteurs environnementaux (biotiques ou abiotiques), et des facteurs endogénes
(Tabouret, 2009). Au moment de la formation de la matrice carbonatée, des éléments
traces, en particulier les cations comme Sr?*, Mg?*, Ba?*, Mn?*, disponibles dans
'environnement de l'organisme, vont pouvoir étre intégrés a la structure calcifiée
(Campana, 1999). Le squelette carbonaté s’avere donc étre un enregistreur
permanent des conditions environnementales (température, salinité, perturbation
chimique) en milieu aquatique. Par conséquent, de par leurs caractéristiques de
croissance et leur composition élémentaire, les pieces minéralisées constituent des
archives biologiques potentielles, pouvant étre décodées pour en extraire l'information
utile et appropriée. Leur analyse permet non seulement I'estimation d’age mais aussi
'estimation de la période et de la durée d’événements marquants de ['histoire

individuelle des organismes.
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Chez les mollusques, les statolithes (analogues des otolithes des poissons) se
sont révélés fiables dans I'estimation de I'dge aussi bien de certains gastéropodes
marins (Grana-Raffucci & Appeldoorn, 1997 ; Barroso et al., 2005 ; Richardson et al.,
2005a ; Chatzinikolaou & Richardson, 2007) que de céphalopodes (Jackson &
Moltschaniwskyj, 1999 ; Bettencourt & Guerra, 2001 ; Jackson &
Moltschaniwskyj, 2001). Des études ont été également réalisées sur les stries de
croissance des coquilles des bivalves (Sato-Okoshi & Okoshi, 2008 ; Mahé et al.,
2010) et des coquilles et opercules de gastéropodes marins (Sire & Bonnet, 1984 ;
Villiers & Sire, 1985 ; Santarelli & Gros, 1985 ; Hawkes et al., 1996 ; Richardson et al.,
2005a ; Auzoux-Bordenave et al., 2015), essentiellement dans les familles Haliotidae,
Buccinidae, Naticidae et Turbinidae. Néanmoins, peu ou pas de travaux ont été
réalisés dans ce sens sur des opercules de gastéropodes néritimorphes, sujet de la

thése.

3.1- L’opercule comme outil

Chez les gastéropodes, l'opercule (Figure 5) est un organe de protection
élaboré au niveau du pied. Il permet de fermer la coquille lorsque I'animal s’y retire.
Selon Kaim & Sztajner (2005), les Neritidae doivent leur succés évolutif a leur aptitude
a fermer hermétiquement la coquille, ce qui les protége contre les attaques de
prédateurs et les aide a prévenir la dessiccation évitant une déshydratation sévére des

tissus mous, méme sous des températures élevées (Vasconcelos et al. 2012).

Checa & Jiménez-Jiménez (1998) ont défini trois catégories d’opercules. La
premiere, dite flexiclaudent, concerne les opercules flexibles, toujours spiraux et
jamais calcifiés ; leur forme ne coincide pas avec celle de I'ouverture de la coquille. La
deuxieme est qualifiée de rigiclaudent spiral et la troisieme de rigiclaudent
concentrique. Les deux derniéres catégories concernent les opercules calcifiés,
rigides, qui s’ajustent parfaitement a I'ouverture de la coquille. Les opercules des
espéces néritimorphes sont toujours rigiclaudents a dominante spirale. Notons enfin,
gu’au cours de I'évolution, le passage du type flexiclaudent a rigiclaudent et celui de

spiral a concentrique, s’est opéré plusieurs fois de facon indépendante.

Les processus de formation des opercules sont traités par Vovelle et al. (1977)

et Checa & Jiménez-Jiménez (1998). Contrairement a la coquille, qui est secrétée par

5
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le manteau, I'opercule est fabriqué par des cellules spéciales situées dans une région
du pied appelée « gouttiere operculaire » (Vovelle et al., 1977 ; Checa & Jiménez-
Jiménez, 1998 ; Eichhorst, 2016). La composition minérale a été étudiée par Suzuki
et al. (1991), Sasaki (2001), Kaim & Sztajner (2005). L'opercule des Nérites marines
est composé d’'une couche aragonitique externe, suivie d’'une couche organique et de
deux couches aragonitiques internes. Quant a celui des Nérites d’eau douce, il serait
formé de deux couches aragonitiques internes recouvertes, sur les deux faces, par
une couche organique bien développée (Suzuki et al., 1991 ; Eichhorst, 2016). Cette
couche cornée s’étend au-dela de la partie minérale de I'opercule et forme une lame
membraneuse le long du bord externe, qui contribue a étanchéifier la fermeture de la
coquille (Eichhorst, 2016). La couche organique ne recouvre que partiellement et
seulement la face externe de l'opercule des nérites vivant en eau saumatre.
Comparativement aux Nérites marines, I'opercule des Nérites non marines est moins
calcifiée, et cela pourrait étre une adaptaion a un environnement moins salé (Suzuki
et al.,, 1991 ;Sasaki, 2001). Le passage évolutif de I'environnement marin a 'eau
douce, aurait conduit a une réorganisation de la structure de I'opercule. La couche
organique s’épaissit et s’extériorise, comme pour protéger la matiére calcaire que I'eau

peu saline a tendance a dissoudre (Suzuki et al., 1991 ; Eichhorst, 2016).

Il a été démontré que, comme la protoconque, l'opercule des gastéropodes
néritimorphes peut permettre d’'inférer leur mode de développement, et qu'’il est mieux
préservé de I'érosion que la coquille (Kano, 2006). En effet, le noyau operculaire,
correspondant a l'opercule larvaire, est en forme de "D" chez les espéces a larves
planctotrophiques (Figure 5Aa). En outre, I'opercule est présent a tous les stades de
développement (embryon, larve, imago) et grandit avec I'animal sous la forme d’'une
succession de dépdts calcifiés. |l est donc potentiellement possible de reconstruire
I'histoire de vie des individus a partir de I'étude de cette structure (Abdou et al., 2013)
qui, de par son mode de formation, présente de nombreuses stries d'accroissement,
dont certaines sont bien visibles a I'ceil nu, pouvant refléter le rythme de croissance de
I'animal (Sire & Bonnet, 1984). Il a déja été utilisé pour inférer un rythme de croissance
et une estimation de I'age chez des groupes tels que les Buccinidae, les Turbinidae et
d’autres gastéropodes (Richardson et al., 2005a ; Santarelli & Gros, 1985 ; Sire &
Bonnet, 1984 ; Villiers & Sire, 1985).

ST
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Figure 5 : Opercule rigiclaudent spiral de Neritina canalis. A- face externe, B- face
interne. a- noyau de I'opercule en forme de « D » indiquant un développement planctotrophe,
b- apophyses, c- enveloppe membraneuse cornée, d- bord interne emboité dans la gouttiére
operculaire et par lequel se fait la croissance. On distingue bien les stries d’accroissement.

3.2- Marquage vital

Le marquage vital consiste a administrer aux animaux un ou plusieurs
marqueurs qui se fixent, in vivo, sur les tissus en cours de minéralisation, lesquels
acquiérent une fluorescence lorsqu’ils sont observés a la lumiére UV (Panfili et al.,

2002). Il permet de distinguer le tissu minéral formé avant, pendant et aprés
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'administration de la substance chimique. Un bon marqueur doit étre non toxique pour
'organisme, a usage facile, détectable et persistant (Hawkes et al., 1997 ; Mahé et al.,
2010 ; Meunier, 1974). Il existe différents marqueurs chimiques, notamment le
Manganése et autres fluorochromes comme la calcéine, I'alizarine, la tetracycline, etc.
Cette derniére étant un antibiotique, elle n’est plus utilisée. Les marqueurs sont
administrés par immersion (balnéation) ou par injection. Nous avons préféré la
méthode par immersion car elle est facile a réaliser et moins traumatisante pour
I'animal, difficile a piquer (Sire & Bonnet, 1984 ; Villiers & Sire, 1985).

Figure 6 : Dispositif expérimental du marquage vital. On y voit les tuyaux amenant l'air aux
bulleurs situés au fond des bacs

Afin d'étudier le rythme de dépdt des couches calcifiées, nous avons réalisé un
marquage au manganése et a l'alizarine du 10 février au 28 mars 2014, au Centre de
Recherches Insulaires et Observatoire de I'Environnement (CRIOBE), a Moorea en
Polynésie frangaise. Nous avons dd raccourcir les délais dans le protocole que nous
avions prévu, n‘ayant pas pu accéder a la riviere pendant quelques jours en raison du
mauvais temps. Les 180 échantillons de Neritina canalis qui ont servi dans

'expérience ont été prélevés dans deux riviéres : la riviere Opunohu, affluent 1¢" pont
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(17.52338°S, 149.85037°W, sur une longueur d’environ 250 m), le 8/02/2014 ; et la
riviere Papeare a Vai'are (17.52008°S, 149.78279°W, sur une distance d’environ 10
m), le 11/02/2014. Le dispositif expérimental (Figure 6) était composé de six bacs
faisant office d’aquariums et d’'un systéeme de bullage permettant une bonne
oxygénation en augmentant les échanges gazeux entre la surface de l'aquarium et
I'air, a la température ambiante. L'eau et les cailloux utilisés dans les aquariums
provenaient de la riviere Opunohu ou ont été prélevés la plupart des échantillons.
L’eau était régulierement renouvelée. Aucun animal n’est mort durant I'expérience. Les
spécimens sacrifiés a des moments précis suivant le protocole (Figures 7 et 8), ont été
conservés dans I'alcool pur. Le détachement de I'opercule de I'animal a été réalisé au
laboratoire de TUMR BOREA au Muséum a Paris.

3.2.1- Marquage au chlorure de manganese (MnCl2)

Cette méthode consiste a incuber les échantillons en eau douce additionnée de
chlorure de manganése (ll) tétrahydraté (MnClz, 4H20). Nous avons utilisé du
manganése de Sigma-Aldrich, lot #SLBD1661V. Le manganése (Mn) incorporé
permet d’identifier par cathodoluminescence (CL) le dép6t de CaCOs. La méthode
serait rapide et efficace, d’aprés Lartaud et al. (2010), qui ont travaillé sur des huitres
(bivalves) et ont préconisé des concentrations de 90 mg/l a 120 mg/l, pour une
exposition de 30 min a 4h. Mahé et al. (2010) estiment, par contre, que 30 min sont
insuffisantes pour produire une marque visible par cathodoluminescence. D’autres
auteurs dont I'expérience a porté sur des ormeaux (gastéropodes) ont proposé une
concentration en Mn de 189 mg/l pendant 48h (Hawkes et al., 1996) ou 90 mg/l
pendant 2h (Auzoux-Bordenave et al., 2015). Il apparait, en tout cas, qu’au-dela de
272 mg/l le Mn induit un stress physiologique réduisant la calcification et qu’a 945 mg/l
et plus la dose devient létale (Hawkes et al., 1997). Nous avons réalisé le marquage

selon deux protocoles détaillés dans la figure 7.
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Protocole 1
Sacrifice:10 spms
10]j
BAC 1 oomgll BB crangement 151 o Secrifice:10spms
(Aquarium) 40 spms del’'eau
15j
Nouveau  BHE 15j Sacrifice: 10 spms
Changement J
marquage _)de I’egau —
29]
Sacrifice:10 spms
10j Sacrifice : 10 spms
BAC 2 90mgl/l !Eﬂ Changement 13] :
— , ——) Sacrifice: 10
(Aquarium) 40 spms de l'eau e s
13]
Nouveau m Changement 15) Sacrifice: 10 spms
marquage —)de I'eau
29j
Sacrifice : 10 spms
Protocole 2
BAC 1 90mg/| 4h Changement 30j ;
10 spms > de l'eau » Sacrifice
BAC 2 420mgll  2n Changement __ 30j
. — 2 —_— i
10 spms —_— i lraa Sacrifice

Figure 7 : Protocoles du marquage au MnCl,

3.2.2- Marquage a l’alizarine
Nous avons utilisé de lalizarine (Alizarin Red S, lot #030M1776V, de

Sigma-Aldrich), qui est un colorant rouge, d’origine végétale, se fixant au calcium par
un processus de chélation. Nous 'avons préférée aux autres fluorochromes, car elle
est persistante, son efficacité comme colorant vital est prouvée chez divers invertébrés
marins, dont les gastéropodes (Sire & Bonnet, 1984). Dans son expérience sur des
gastéropodes marins, Sire (1984) a maintenu les animaux en immersion, pendant 12h,
dans une solution d’alizarine a 40 mg/l. Il recommande d’augmenter la durée de

immersion pour obtenir une marque plus intense, plutét que d’augmenter fortement

e
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la quantité du colorant, qui n’est plus soluble a fortes doses. Nous avons donc
augmenté Iégérement la concentration, pour une durée d’exposition de 24h et 36h
(Figure 8).

Sacrifice:10 spms

10

BAC 1 50mg/l 24h 3 Changement 14 >»

(Aquarium) 40 spms del’eau

Sacrifice: 10 spms

14
Nouveau 2N 15j Sacrifice: 10 spms
Changement J
marquage ﬁde |'egau __»
29

Sacrifice:10 spms

10j Sacrifice : 10 spms

36h 13
BAC 2 50mg/l y aNgEmEt BN e Eaciien s Bt

(Aquarium) 40 spms de l'eau
13]

Nouveau gy Changement 15] Sacrifice:10spms
marquage _>de I'eau

29j
Sacrifice : 10 spms

Figure 8 : Protocoles du marquage a I'alizarine

3.3- Préparation des opercules

Préalablement aux observations et aux microanalyses chimiques devant étre
réalisées sur les opercules, ceux-ci ont suivi une préparation spécifique. Qu'ils aient
subi le marquage vital ou non, les opercules ont été soigneusement détachés de
I'animal, nettoyés aux ultrasons et séchés. Certains ont été ensuite inclus dans une
résine époxy de type Araldite (Araldite 2020, Escil, France) en vue d’étre poncés. Le
poncage a été réalisé a l'aide d'une polisseuse (Struers, Champigny-sur-Marne,
France) sur des disques abrasifs de papier silice de grain 1200 puis 2400, plus fin. La
préparation a été régulierement observée au microscope pour vérifier [I'état
d’avancement du pongage. La surface a été polie a I'aide de poudre d’alumine. Des
opercules non inclus dans la résine ont été traités a I'eau oxygénée a 30% pendant
24h, pour les débarrasser de la matiere organique. Des coupes sagittales, passant par
le noyau et les apophyses, et des coupes frontales ont été réalisées.

w2
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3.4- Microanalyses chimiques par couplage ablation
laser femtoseconde—-ICP-MS

3.4.1- Généralités

Les éléments traces (Sr, Mg, Ba, Mn, etc.) pouvant précipiter dans la structure
carbonatée a la place du calcium (Elsdon & Gillanders, 2005 ; Barats, 2006 ; Tabouret,
2009) sont utilisés comme traceurs biologiques des conditions ambiantes de I'eau
(température, salinité, etc.). Tabouret et al. (2010) ont montré qu'il existe une relation
directe entre les rapports Sr:Ca et Ba:Ca enregistrés dans les otolithes et ceux des
milieux ou les poissons ont été prélevés. Ces rapports sont les marqueurs d'habitats
les plus couramment utilisés dans les analyses des migrations environnementales
chez les poissons diadromes (Elsdon & Gillanders, 2002 ; 2003a ; 2003b ; Tabouret
et al., 2010, 2011 ; Lord et al., 2011). Ces résultats n'ayant pas été encore montrés
chez les gastéropodes, nous avons tenté d'appliquer a l'opercule les méthodes
employés sur les otolithes de poissons afin de voir si celui-ci peut étre un bon

enregistreur de la vie de la Nérite.

Nous avons donc essayé de caractériser le milieu de vie (eau douce, eau de
mer) des espéces étudiées durant leur cycle vital, en analysant les rapports Sr:Ca et
Ba:Ca grace a l'ablation laser femtoseconde haute fréquence de tir, couplée a la

spectrométrie de masse a plasma induit (Fs-LA-ICP-MS).

3.4.2- Analyses microchimiques

L'échantillon est analysé par un laser femtoseconde infrarouge (IR 1 030 nm,
Alfamet-Novalase, France) couplé a un spectrométre de masse (Elan DRC II, Perkin
Elmer) au Laboratoire de Chimie Analytique Bio-Inorganique et Environnement
(IPREM CNRS5254, UPPA, Pau). Le principe de l'ablation laser consiste en la
focalisation d’'une grande quantité d’énergie lumineuse a la surface de I'échantillon.
L’aérosol produit par l'interaction entre le faisceau et la matrice va étre transporté par
un gaz neutre (ici I'Hélium) jusqu’a 'NCPMS (Figure 9). L’ablation laser permet
d’effectuer un micro-échantillonnage (quelques micrométres de profondeur et en
largeur) a la surface de I'’échantillon de sorte qu’elle permet de conserver une trés
bonne résolution spatiale (Coutant & Chen, 1993 ; Arai & Hirata, 2006). Il permet
également d’effectuer des ablations suivant des formes complexes (ex.: formes

courbes) et ainsi de suivre précisément les axes de croissance supposés des

e
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opercules dans le cas présent.

Laser Femtoseconde
Alfamet-Novalase

Lentille
Laser Infra-Rouge
ICP-MS
i : Perkin EImer DRC Il
2 ,  Gaz: Helium
i — L ]
Sp
a plasma induit
Opercule Cellule d’ablation

Figure 9 : Schéma du couplage Ablation laser-Spectrométrie de masse a plasma induit
(LA - ICP MS)

Le faisceau laser fait un balayage de I'opercule suivant I'axe de croissance, en
passant par le noyau, qui constitue l'opercule larvaire chez les Nérites a
développement planctotrophe (Kano, 2006 ; Figures 5 et 10). Le diamétre du faisceau
est de 30 um. L'ablation se fait a la vitesse de 5 ym.s™! dans la zone larvaire et 25

um.s™' dans l'opercule post-larvaire, avec une fréquence de 500 Hz.

Opercule
larvaire

neAoni

Opercule
embrvonnaire

Direction of
growth

nd

Noyau de
I'opercule

Figure 10 : Opercule d'une nérite avec schémas d'interprétation. Le noyau en forme de
"D" est caractéristique des espéces a larves planctotrophes. Modifié d'aprés Kano (2006).
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3.5- Analyse des données

Outre les analyses microchimiques, quatre autres types d'analyses ont été

réalisées sur les opercules préparés.

3.5.1- Observation par cathodoluminescence

La cathodoluminescence d’'un minéral est la propriété de celui-ci a émettre des
photons lorsqu’il est soumis a un bombardement d’électrons. L’échantillon est
bombardé par un faisceau d’électrons généré par une cathode froide. La longueur
donde et Tlintensité de [I'émission de cathodoluminescence caractérisent
généralement les minéraux bombardés. La couleur de la luminescence émise par les
ions Mn2+ est aussi caractéristique de la microstructure du minéral soumis au
bombardement des électrons. Les opercules de Neritina canalis marqués au MnClz,
préparés sous forme de lames minces, ont été observés sous cathodoluminescence
en utilisant un microscope photonique couplé a une cathode froide (cathodyne-OPEA,
12-20 keV et 200 a 400 yA mm2, sous une pression de 0,06 Torr).

3.5.2- Observation par microscopie de fluorescence

Exposés a la lumiere ultraviolette, les tissus marqués aux fluorochromes
émettent une couleur fluorescente spécifique, dépendant de la longueur d'onde de la
source lumineuse (Panfili et al., 2002). La longueur d'onde d'excitation de l'alizarine
est de 556 nm environ et les tissus marqués fluorescent a 580 nm. Cette fluorescence
permet de distinguer les tissus calcifiés avant, pendant et aprés le marquage vital
(Sire, 1984). Les acquisitions sont effectuées sur un microscope champ large inversé
a epifluorescence Nikon TE300. Le microscope est équipé d’'une source de lumiéere
metal Halide (lampe a arc a vapeur de mercure) et de filtres Semrock pour I'excitation
et I'émission. L’acquisition est réalisée avec une camera CCD cool snap HQ

Photometrics et a I'aide du logiciel Metamorph.

3.5.3- Observation par spectroscopie infrarouge

L’analyse spectrométrique en infrarouge (IR) est effectuée sur des coupes
planes d’opercules inclus en résine, positionnées pour présenter une surface plane

perpendiculairement au faisceau sur la platine du microscope. L’analyse est effectuée

3
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en déconvolution par transformée de Fourrier infra-rouge (FTIR) apres acquisition des
spectres sur un spectrophotométre brucker-vector 22 équipé d’un systeme de réflexion
totale atténuée (ATR) a enclume en diamant. L’acquisition dans la fenétre de
résolution 4000-600 cm™' est réalisée avec une accumulation de 32 scans. L’analyse
spectrométrique est effectuée avec une approche globale et donne un spectre

intégrant 'absorbance de I'ensemble des molécules constituantes.

3.5.4- Observation par spectroscopie Raman

C'est une méthode non destructive permettant de caractériser la structure
externe d'un matériau. Elle est complémentaire a la spectrophotométrie d’absorption
en infrarouge (IR). Les spectres Raman sont obtenus avec un spectrométre Horiba
Jobin Yvon LabRam HR 800. La diffusion Raman est collectée via un microscope
Olympus équipé d’un objectif 50x, ce qui permet d'avoir un spot laser d'environ 3 um.
La longueur d'onde d'excitation est de 532 nm sélectionnée a partir d'un laser Ar+
(Innova 90C, Coherent Inc.). La puissance du laser est de 2 a 3 mW, mesurée par un
potentiomeétre situé a la sortie du microscope. Le temps d'exposition est court,
3x10 sec, ce qui n'’endommage pas I'échantillon et évite d'éventuelles transformations
du polymorphe du minéral étudié. Les spectres obtenus ont une résolution de 2 cm™,

le temps d'enregistrement consistant en 3 accumulations de 10 secondes.

4.- Analyses morphomeétriques

Afin de déterminer les espéces, nous avons couplé les analyses génétiques
avec des analyses morphométriques. Outre la forme et la couleur, nous avons pris en
compte les dimensions de la coquille pour évaluer la variabilité morphologique. A cet
effet, des mesures ont été prises sur des spécimens des taxons Neritina stumpffi,
N. knorri, N. delestennei, N. petitii, N. canalis et N. pulligera, a I'aide d’'un pied a
coulisse électronique « Absolute digimatic caliper », model n° CD-15DC, de Mitutoyo
corp, avec une marge d’erreur de 0,02 mm. Des spécimens, issus de la collection
historique du MNHN, ont été intégrés dans cette analyse. lls proviennent, pour 'océan
Indien, de Madagascar et de Maurice ; et pour 'océan Pacifique, d’Indochine, de Perak
en Malaisie, des Philippines, de Nouvelle-Calédonie, de Tahiti. Le tableau 4 donne les
détails y relatifs. Deux dimensions, la hauteur (H) et la largeur (L) de chaque
échantillon, ont été mesurées. Le rapport H/L a été calculé. L’ensemble a été soumis

a une Analyse en Composantes Principales ou ACP, a laide du logiciel

o
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Statistica 10 (StatSoft, 2011). Une autre analyse statistique en a été faite pour H et L,

avec représentation graphique de la droite de régression linéaire et calcul du

coefficient de détermination (R?) pour voir si ces dimensions sont corrélées.

Tableau 4 : Spécimens des collections historiques du MNHN ayant servi dans I'analyse

morphométrique
Maurice Madagascar Indochine Perak gglg\éilrlﬁé Philippines Tahiti
Collection Di?]lilé, Coll soula, | Coll Denis, A?n%ltl, Mgg:{e, Dcc:a(;lilé,
1945 1927 1882 1945
Etiquette puII'i\glg.era N. pulligera delesl\tlénnei kn’\cl)'rri pullli\;era N. knorri pullli\gera
spé(’:\li?ﬁens S 4 1 1 2 4 5
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Chapitre 2 : Nérites d’eau douce, quel cycle de vie ?

Amphidromy comes in two forms: freshwater amphidromy (the more
common form), in which breeding occurs in fresh water; and marine
amphidromy (relatively rare), in which breeding is at sea. There seems some
reluctance to use the term amphidromy (it appears in few modern ichthyology
texts, even where anadromy and catadromy are discussed); this may be in part
because most recognized amphidromous species are little-known fishes from
tropical islands, Japan, New Zealand, and Australia. Some ichthyologists and
fisheries biologists even seem to doubt that it denotes a distinct life history.
However, a careful analysis of fish life-history patterns reveals that amphidromy
differs fundamentally from the other forms of diadromy. The distinctive feature
is that, whereas in anadromy and catadromy the return migration is of mature
fishes that typically have ceased feeding and are almost ready to spawn, in
amphidromy the return migration is of juveniles that then feed and carry out
most of their growth in the water type in which spawning/hatching take place

Robert Montgomery McDowall
Diadromy: origins and definition of terminology, 1992

1.- L’amphidromie, un cycle biologique complexe

L’amphidromie semble étre le cycle de vie le mieux adapté aux habitats insulaires
d’eau douce tropicaux, souvent instables, isolés, fragmentés et fortement soumis aux
aléas climatiques (McDowall, 2007 ; Crandall et al., 2010 ; Castelin et al., 2013). La
dispersion larvaire océanique permet, en effet, a la faune amphidrome, grace a la
présence de stocks larvaires en mer, d’échapper aux conséquences des variations
climatiques extrémes et de pouvoir coloniser de nouveaux environnements (Keith,
2003). Le fait que le genre de nérites, Theodoxus, seul groupe non terrestre a aire de
distribution continentale (Europe, Asie centrale, Moyen-Orient et Afrique du Nord), ait
sélectionné un mode de développement non planctotrophe, semble soutenir cette
hypothése (Bunje & Lindberg, 2007 ; Crandall et al., 2010). En effet, les habitats
dulgaquicoles continentaux sont géologiquement plus agés et plus stables. Mais si la
faune d’eau douce des iles tropicales est dominée par des espéces amphidromes
(McDowall, 2010 ; Crandall et al., 2010), 'amphidromie existe aussi en milieu
continental chez des taxons comme les crustacés et les poissons, par exemple
(Dennenmoser et al., 2010 ; Cook et al., 2012 ; Page et al., 2013).

L’amphidromie est, avec la catadromie et 'anadromie, une des trois catégories
constitutives de la diadromie (figure 1), autant de termes définis par George S. Myers
(1949), pour les poissons migrateurs. Mais ils s’appliquent aux autres animaux

aquatiques amphihalins, les crustacés et les mollusques, notamment.

T




Chapitre 2 : Nérites d’eau douce, quel cycle de vie ?

Sont dits diadromes, les animaux aquatiques qui, dans le cycle de vie, migrent
alternativement dans I'eau douce et dans I'eau de mer. Ceux qui passent I'essentiel
de leur vie en mer, et migrent vers I'eau douce juste pour se reproduire, sont dits
diadromes anadromes. C'est le cas des saumons, par exemple. A 'inverse, ceux qui
passent la majeure partie de leur vie en eau douce et migrent en eau de mer pour se
reproduire, sont qualifiés de diadromes catadromes, comme les anguilles, par
exemple. L’'amphidromie est un type particulier, et elle concerne les animaux
diadromes dont la migration entre les milieux marin et dulgaquicole se fait pour des
raisons autres que la reproduction. Le principal biome de croissance et de nutrition est
ici le méme que le biome de reproduction (Figure 1). McDowall (1992) distingue 2
types d’amphidromie : I'amphidromie dulgaquicole, la plus commune; et
'amphidromie marine, relativement rare. Dans ce travail, nous ne traitons que de
I'amphidromie dulgaquicole, qui concerne, pour notre sujet, des espéces de Neritidae
vivant et se reproduisant en eau douce, mais dont le cycle biologique nécessite un

passage en mer de la phase larvaire.

Selon McDowall (2007) 'amphidromie prévaut surtout dans des petites files,

isolées, mais parfois aussi, dans de plus grandes iles et des continents.
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2.- L’amphidromie chez les nérites dul¢caquicoles

2.1- Type larvaire et développement

Les larves véligeres des mollusques sont généralement capables de disperser
sur des distances géographiques considérables (Kano & Kase, 2008 ; Castelin, 2010)
et présentent un potentiel de migration et de colonisation beaucoup plus important que
les adultes benthiques qui sont généralement sédentaires voire méme fixés (e.g.
comme certains bivalves). La larve des organismes benthiques est donc le vecteur
majeur de dispersion, de colonisation et d’échanges génétiques entre les populations
(Kano & Kase, 2008 ; Castelin, 2010 ; Castelin et al., 2013).

Il existe chez les gastéropodes deux principaux modes de développement
larvaire, selon que les larves sont tributaires ou non des réserves vitellines des ceufs
pour se nourrir (Vance, 1973 ; Bouchet & Warén, 1979 ; Kano, 2006 ; Barroso &
Matthews-Cascon, 2009 ; Castelin, 2010). La larve est dite planctotrophe lorsqu’elle
est capable de se nourrir de plancton, de fagon autonome, dans la colonne d’eau. Elle
est qualifiée de Iécithotrophe (non planctotrophe) lorsqu’elle ne peut vivre que sur les
réserves stockées dans I'ceuf. Pour le mode de développement lécitotrophe, deux cas
peuvent se présenter. Soit la larve se développe complétement dans I'ceuf jusqu’a la
métamorphose ; c’est un jeune individu qui en sort a I'éclosion : il s’agit d’'un
développement direct ou encapsulé. Soit une larve véligere nait de I'éclosion, mais
passe trés peu de temps a I'état libre avant la métamorphose : c’est un développement
lécithotrophe pélagique. Les capacités de dispersion des organismes dépendent donc
de la durée de vie larvaire pélagique qui elle-méme dépend des réserves maternelles
disponibles pour les larves lécithotrophes, et des capacités a se nourrir dans le
plancton pour les larves planctotrophes (Myers et al., 2000 ; Kano, 2006 ; Castelin,
2010). Selon Vance (1973), la planctotrophie est dominante dans les eaux tropicales
peu profondes. La lécithotrophie dominerait dans les latitudes polaires et en eau

profonde.

Toutes les especes de nérites ne sont pas amphidromes, mais celles qui le sont,
sont planctotrophes. Les espéces du genre Neritina faisant I'objet de cette étude sont
réputées amphidromes. Ainsi, leur croissance et leur reproduction auraient lieu en eau
douce. Les adultes pondent en riviere des ceufs contenus dans des capsules
caractéristiques (Barroso & Matthews-Cascon, 2009 ; Kano & Fukumori, 2010 ;
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Kano et al., 2011). Apres éclosion, les larves dévalent les rivieres jusqu’a la mer
(Figure 2). Les premiers stades de développement sont supposés se faire
exclusivement en mer, mais I'on dispose de peu d’informations sur cette phase de vie
planctonique. A la métamorphose, les post-larves reviennent en riviére aprés un séjour

plus ou moins long des larves en mer (Kano et al., 2011 ; Gorbach et al., 2012).

Phase d’eau douce
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Figure 2 : Cycle amphidrome des Neritidae (Modifié d'aprés Kano et al., 2011)

Phase marine

2.2- Etat des connaissances sur I’'amphidromie des

nérites

Pour mener a bien notre étude, faire un bilan complet de I'état actuel des
connaissances sur les Nérites amphidromes (reproduction, migration vers 'amont des
juvéniles, dispersion larvaire et recrutement) nous a paru essentiel. Cette synthése a
fait I'objet de larticle ci-aprés, paru dans la Revue dEcologie (Terre et Vie),
Vol. 70 (4), 2015 : 387-397.
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FRESHWATER NERITIDS (MOLLUSCA: GASTROPODA) OF TROPICAL
ISLANDS: AMPHIDROMY AS A LIFE CYCLE, A REVIEW

(Publié dans Revue d’Ecologie (Terre et Vie), Vol. 70 (4), 2015 : 387-397)
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ABSTRACT.— Freshwaters of the tropical islands are inhabited by Molluscs of Neritidae
family with a specific life cycle adapted to the insular environment. The adults grow,
feed and reproduce in rivers. After hatching the larvae drift downstream towards the
sea where they spend a variable amount of time. This life cycle is called
amphidromous. Although this is the most diverse family of freshwater Molluscs, their
biological cycle and the parameters and evolutionary processes that lead to such
diversity are not well understood. This paper reports on the current knowledge on
reproduction, recruitment, upstream migration and dispersal. Management and
restoration strategies to preserve amphidromous Neritids, require the development of

research to have a better understanding of their life cycle.

RESUME.— Les eaux douces des iles tropicales abritent des mollusques de la famille
Neritidae, ayant un cycle de vie spécifique adaptée a I'environnement insulaire. Les
adultes se développent, se nourrissent et se reproduisent dans les riviéeres. Aprés
I'éclosion, les larves dévalent vers la mer ou elles passent un laps de temps variable
selon les espéces. Ce cycle de vie est appelé amphidromie. Bien que cette famille soit
la plus diversifiée des mollusques d'eau douce, leur cycle biologique, les paramétres
et les processus évolutifs qui conduisent a une telle diversité sont peu connus. Cet
article fait le point sur I'état actuel des connaissances sur la reproduction, le
recrutement, la migration vers I'amont et la dispersion. Les stratégies de gestion et de
restauration pour la preservation des nérites amphidromes, exigent de développer la

recherche pour avoir une meilleure compréhension de leur cycle de vie.
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2.2.1- Introduction

Within the open ocean, tropical insular freshwater environments usually
represent highly isolated and fragmented habitats. The colonisation of tropical insular
rivers, subject to extreme climatic and hydrologic seasonal variations (McDowall, 2007;
Crandall et al., 2010) requires specific adaptations of the life cycle of freshwater fauna
occurring in these distinctive habitats. Diadromy is one of the evolutionary answers to
the instability of freshwater habitats. Spending part of their life cycle at sea, diadromous
species are indeed capable of escaping drought or cyclonic flood events while
colonising new environments via oceanic dispersal (McDowall, 2007; Crandall et al.,
2010; Lord et al., 2012). This oceanic dispersal of freshwater organisms represents an
essential element in the persistence and structuring of populations at both the local
(stream, river, archipelago) and regional scales (Keith, 2003; McDowall, 2008; Lord et
al., 2012).

Amphidromy is one of the modalities of diadromy. The adults grow, feed and
reproduce in rivers. After hatching, larvae drift downstream towards the sea where
marine salinities are necessary for larval development (Crandall, 1999; Crandall et al.,
2010; Lord et al. 2010). After this marine larval stage, the post-larvae come back to
rivers; they recruit in estuaries and from there colonise the adult freshwater habitat
(Kano & Kase, 2003; Maeda et al., 2007; lida et al., 2008; Gorbach et al., 2012 ). The
practical details of the species biological cycle and the parameters leading to such
evolution in amphidromous species are poorly known, but our knowledge increases

each year.

Amphidromous species are known in many taxa throughout the Indo-Pacific
area and the Caribbean insular systems, such as gastropods (Cook et al., 2009;
Crandall et al., 2010), decapod crustaceans (Dennenmoser et al., 2010 ;
Castelin et al., 2013) or fish mainly in the Eleotridae and Gobiidae families (Keith &
Lord, 2011a, b). These species contribute most to the diversity of freshwater
communities, and have the highest levels of endemism (Keith, 2003; McDowall, 2007;
Keith & Lord, 2011a). At certain times of the year, the biomass of fish larvae migrating
upstream is so great that they represent an important source of food for local human
populations in certain archipelagos (ie the ‘bichiques’ (gobiids post-larvae) of La

Reunion (Hoareau et al., 2007b)). However, harvesting of this food resource is highly
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unsustainable, on account of the complexity of the species’ life cycle (Lord et al., 2012;
Castelin et al., 2013). As for adult neritids, some of them are used as food by coastal

populations of oceanic islands in the West Pacific (Carpenter & Niem, 1998).

Among Gastropods, most of the Neritidae species have been recognized as
amphidromous (Myers et al., 2000; Kano & Kase, 2003; Blanco & Scatena, 2006) and
they represent one of the commonest members of freshwater fauna on tropical islands.
Amphidromy exists, however, in other gastropod families such as, for example,
Neritilidae and Thiaridae (Kano & Kase, 2003; Strong et al., 2008, 2011; Hidaka &
Kano, 2014). Neritids seem to have their origin in the sea (Kano et al.,, 2011;
Quintero-Galvis & Castro, 2013), comprise roughly 100 living species in a few marine
genera (e.g. Nerita) and abundantly inhabit intertidal rocky shores. However, they are
more diverse in freshwater and brackish-water environments in terms of the numbers
of species and genus. There are some 200 limnic species worldwide in eight or more
genera (Kano et al., 2011) and most of the freshwater lineages have retained a

dispersive, planktotrophic marine larval stage.

The aim of this review is to give the main current knowledge in biology and
ecology concerning amphidromous Neritidae, supplying the facts to be used in

management and conservation policies.

2.2.2- Taxinomy and distribution

Neritidae is one of the most primitive family in the Gastropoda (Baker, 1923),
belonging, with five other families (Hydrocenidae, Helicinidae, Neritiliidae,
Phenacolepadidae and Neritopsidae) to the Neritimorpha superorder (Kano et al.,
2002). Neritids have adapted to different environments in tropical and subtropical
regions. They inhabit intertidal and supratidal rocks and mangroves, brackish-water
and freshwater, on temperate to tropical coasts. The survival of this archaic family is
probably dependent on its ability to live where few other forms compete with them
(Baker, 1923). Most of the valid described species of freshwater neritids inhabit the
main zoogeographical regions of Oceania (Pacific Oceanic Islands), Palaearctic and
Australasian (Strong et al., 2008). The main genera of the family are distributed as
follows. Marine genera (Nerita, Smaragdia, Puperita) are found mainly in tropical
regions, particularly in the Indo-West Pacific and Caribbean; freshwater and estuarine

genera (Neritina, Clithon, Vittina, Neritodryas, Neripteron, Septaria) occur in the
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Indo-Pacific; the freshwater genus Theodoxus is European, Central Asian, Middle
Eastern and North African (Baker, 1923; Haynes, 2001; Bunje & Lindberg, 2007; Frey
& Vermeij, 2008; Limpalaer, 2009; Frey, 2010; Quintero-Galvis & Castro, 2013).

There are few studies given a classification of the Neritidae, such as that of
Baker (1923), based on the radula, or the molecular phylogeny undertook by
Quintero-Galvis & Castro (2013), using the genes COI and 16S rRNA. However, this
last study remains in need of complementary analyzes. Besides that, various genera
are relatively well studed. This is the case, for example, of the genera Theodoxus
(Bandel, 2001; Bunje & Lindberg, 2007), Nerita (Frey & Vermeij, 2008; Frey, 2010),
and Neritina (Kano, 2009).

2.2.3- Reproduction

Female Neritids store sperm capsules (spermatophores) received from males
for continuous spawning. Neritids lay flat, elliptical egg capsules on hard substrata
including rocks and shells of other snails (Kano et al., 2011). The capsules are 1-3 mm
long depending on species and are covered with sand grains sorted from mother’s
faeces. Newly laid capsules are white and then become cream to brown in a few days.
Each capsule contains up to 300 eggs that hatch several weeks after being laid
(Kano et al., 2011). Embryonic development was studied by Koike (1996), and growth
rate by Shigemiya and Kato (2001). These last authors demonstrated that the number
of growth lines was a good indicator of the age of a snail, and that the growth rate was

higher and the life span was longer in females.

After hatching larvae are swept to the sea (Myers et al., 2000). Similar to fish
larvae (McRae, 2007), there appears to be a limited time window of opportunity for
Neritids larvae to reach saltwater (Hau, 2007). Veligers held in fresh water died within
six days (Ford, 1979).

Mating and spawning seems to occur year round (Hau, 2007; Kano et al., 2011).
In Hawaii, larvae of Neritina granosa (Hihiwai) were effectively found all year round in
drift collections in Palauhulu Stream in Ke‘anae with a major period from June to
August (Hau et al., 1992; Hau, 2007). Hihiwai larvae were present three to five months
prior to juvenile recruitment upstream (Hau, 2007). They are often found in pool and
run areas during low flow conditions, and the first major freshet after that period often
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causes a sudden decrease in water temperature and an increase in dissolved oxygen.
This scouring flow provides optimum conditions for hihiwai egg cases to be laid on
hard substrate and the transport of hatched larvae to the ocean as quickly as possible
(Hau, 2007). Records of gastropod density and egg laying in French Polynesia
(Resh et al., 1990, 1992) and Japan (Nishiwaki et al., 1991b; Hirata et al., 1992)
suggest a seasonal occurrence of downstream migrations, but the controlling factors

remain unknown.

2.2.4- Larval dispersal

Given the high levels of larval mortality and the effects of diffusion (Cowen et
al., 2000), it seems unlikely that significant numbers of larvae that drifted away from
their natal archipelago would be able to find suitable freshwater habitat for settlement
(Crandall et al., 2012). Therefore, local selection for traits that favor selfrecruitment
could be particularly strong for amphidromous species as shown for fishes (Sponaugle
et al., 2002; Strathmann et al., 2002). Similar homing behaviors have been suggested
for the larvae of amphidromous shrimp and snails (Benstead et al., 2000; Haynes,
2000; Crandall et al., 2012). Such larval retention could result in limited realized
dispersal and pronounced genetic structure among archipelagos. However, weakly
swimming veliger larvae of amphidromous lineages have a Pelagic Larval Duration
(PLD) that is estimated to be from a few weeks to a few months, by size-frequency
distributions analysis and by growth lines counting (Scheltema, 1971; Underwood,
1975; Kano, 2006; Crandall et al., 2010). Freshwater species with an amphidromous
life cycle and marine species with a pelagic larval stage exhibit higher dispersal abilities
and potentially a lower degree of population structure than strictly freshwater species
or marine species of low vagility (Allibone & Wallis, 1993; Doherty et al., 1995; Cook
et al., 2009; Crandall et al., 2010). Genetic studies confirm that larvae from
amphidromous lineages are capable of pelagic dispersal across broad expanses of
open ocean (Hodges & Allendorf, 1998; Myers et al., 2000; Crandall et al., 2010). In
the South Pacific, neritid larvae are much more likely to encounter a reef or atoll than
a high island with freshwater streams, and as such there are more stepping-stones to
facilitate dispersal in marine species than amphidromous species (Crandall et al.,
2012). Consistent with this high dispersal potential, genetic structure within high-island
archipelagos is low or non-existent in amphidromous Neritid and Neritilid snails
(Hodges & Allendorf, 1998; Myers et al., 2000; Kano & Kase, 2004), suggesting that
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populations of amphidromous species are genetically structured at scales similar to
fully marine species. Species persistence in these island freshwater systems (i.e.
amphidromous gastropods, fishes and crustaceans) partially depends on colonisation
or recolonisation events. This is influenced by the proximity of environments, species
dispersal capacities, island biogeography, and the presence of favourable oceanic
currents (Murphy & Cowan, 2007; McDowall, 2007; Crandall et al. 2010; White et al.,
2010; Lord et al., 2012; Castelin et al., 2013). An important finding of these last
population genetic studies has been the identification of a certain degree of spatial
genetic structuring among biogeographic provinces, reflecting the effectiveness of

biogeographical barriers for limiting larval dispersal.

As the planktotrophic larvae of amphidromous species must settle in a rare,
unstable habitat, they could be selected for the ability to delay metamorphosis and
extend their planktonic life indefinitely (‘death before dishonor hypothesis,
Bishop et al., 2006), (Crandall et al., 2012).

2.2.5- Phylogeography and barriers to dispersal

Oceans are partitioned into biogeographical provinces, which are recognised by
habitat discontinuities (Briggs, 1974; Gaither et al., 2010; Lord et al., 2012). Physical
entities separate these biogeographical provinces, and these barriers have been
intermittently shaping species distribution and intraspecific population structure over
time. These barriers mainly act on species displaying dispersal potential through the
marine environment as larvae, juveniles or adults (Gaither et al., 2010, 2011). This is,
for example, the case for many fishes (Gaither et al., 2010; 2011; Winters et al., 2010;
Lord et al., 2012) and invertebrates (Lavery et al., 1995, 1996; Barber et al., 2002;
Lessios et al., 2001, 2003) across the Indo-Malay archipelago, widely recognised as
the Indo-Pacific Barrier (IPB; an intermittent barrier of throughflow current and chain of
islands, depending on sea level fluctuations over geological time scale) that separates
the Indian and the Pacific Oceans. Some marine organisms however lack any structure
across the IPB (Bowen et al., 2001; Lessios & Robertson, 2006; Horne et al. 2008)
suggesting different evolutionary histories and dispersal capabilities between

organisms.

Crandall et al. (2010) undertook a large-scale population genetic study on two

species of amphidromous gastropods (Neritina canalis and Neripteron dilatatus)
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distributed from the Philippines to Eastern Pacific locations. Sampling localities for this
study are islands in the West Pacific archipelagos of Vanuatu, Fiji and Samoa, and the
Society and Marquesan archipelagos in the Central Pacific. A 658-bp region of
mitochondrial cytochrome oxidase | (COIl) was amplified. Both species show no
evidence of genetic structure within Vanuatu, Samoa and Fiji archipelagos, which
promotes long-distance dispersal abilities. But, while N. dilatatus showed no evidence
of regional structure between western Pacific locations and Polynesia, authors found
a strong genetic structure in the amphidromous gastropod N. canalis. Similar results
on other amphidromous species suggest that unstable freshwater habitats promote
long-distance dispersal capabilities. Hodges & Allendorf (1988) studying the population
genetics of the endemic Hawaiian freshwater amphidromous gastropod Neritina
granosa, showed that gene flow was substantial and was generally sufficient to
maintain similar allele frequencies among stream populations. However, significant
heterogeneity among populations was observed and was due primarily to three

geographically disparate streams.

2.2.6- Recruitment and upstream migration

After a few weeks spent at sea metamorphosed juveniles recruit at river mouths
and then migrate (often over 10 km) upstream where they spend the rest of their life
(see Kano et al., 2011, fig. 307). Massive upstream snail migration has been
hypothesised to be density and body size dependent and juvenile forms have been
observed to move together in long lines and / or dense aggregations (Schneider &
Frost, 1986; Schneider & Lyons, 1993; Brasher, 1997; Kobayashi & lwasaki, 2002;
Pyron & Covich, 2003; Blanco & Scatena, 2005; Hau, 2007; Kano, 2009; Gorbach et
al., 2012). Such migrations of freshwater neritids were reported for example in Hawaii
(Ford, 1979; Ford & Kinzie, 1982 ;Hau, 2007), Costa Rica (Schneider & Frost, 1986;
Schneider & Lyons, 1993), Japan (Nishiwaki et al., 1991a; Hirata et al., 1992 ; Kano,
2009), French Polynesia (Resh et al., 1990, 1992; Liu & Resh, 1997), and Puerto Rico
(Pyron & Covich, 2003; Gorbach et al., 2012).

Among them, Schneider & Frost (1986) reported the first gregarious upstream
migrations of freshwater snails Neritina latissima, in the Rio Claro, a small coastal river
in Corcovado National Park, Costa Rica. Snails migrated in narrow lines up to 32
meters long, containing thousands of snails. The migration covered over 1 km of the
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stream. In Hawaii, after the pelagic larval stage, Neritina granosa recruit at a stream
mouth and begin an upstream migration until finding adult habitat (Ford, 1979;
Way et al., 1993; Hau, 2007 ; Gorbach et al, 2012). During the upstream migration,
juveniles (6 mm) of Neritina granosa grow to about 9 mm over several months; growth
then continues at a rate of 1-3 mm year”, slowing until they reach a mean maximum
adult length of 29 mm (Brasher, 1997). Ford (1979) suggested a 10-year lifespan, while
studies undertaken by Brasher (1997) implied a 6- to 10-year lifespan, and Gorbach et
al. (2012) confirm a potential lifespan >10 years, after they recovered tagged snails in
Kinihapai Stream, Maui, in 2009 that were released in 1994. The upstream movement
of this species has been reported by Hau (2007). It appears to be influenced by several
factors. In general, there is limited upstream movement in diverted streams because
of intermittent stream flows. Migration lines appear to be an efficient way to move en
masse during times of increasing stream flow. The tendency of hihiwai to aggregate
and form lines and mucus trails was observed. They found several migrating hihiwai
carrying smaller ones. This “hitchhiking” behavior was also reported for Cochliopina
tryoniana migrating with Neritina latissima in the Rio Claro in Costa Rica (Schneider &
Lyons, 1993). Kano (2009) reported another example of ‘hitchhiking’ behaviour in the
Neritid snail Neritina asperulata which appears to travel several kilometres as minute
juveniles by firmly attaching to the shells of congeneric, subadult snails in streams of

Melanesian Islands, presumably to increase the success rate of migration.

Published studies of Neritids species migrating ‘en masse’ or in long lines under
natural situations suggested that Neritina granosa could migrate above stream
diversions within 72 days—2.5 years (when in an aggregation) and 29 days—1.1 years
(when following in long lines of individuals) (Gorbach et al. 2012). Mean upstream
migration rate of N. granosa in Hawaii was 0.25, 0.66 and 1.16 m day~' under reduced
flow, natural flow and natural flow with increased snail density, respectively (Gorbach
et al. 2012).

Mark-and-recapture studies in northeastern Puerto Rico suggested that neritid
gastropods are more active and travel longer distances during given periods of the
year and that upstream migration may be seasonal (Pyron & Covich, 2003). However,
other one-year mark-and-recapture study on a Neritid Gastropod in southern Japan
showed no seasonal occurrence of upstream migrations, or seasonal changes in mean
distance movement (Nishiwaki et al., 1991a) ; the movement distance of Clithon seems
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longer in spring to summer (June to September). Another study in the same area,
showed that maximum travel distance varies over the year, being greater during the
period of high water temperature between April and August (Hirata et al. 1992; Blanco
& Scatena, 2005). Blanco & Scatena (2006, 2007) concluded that younger snails prefer
fast, turbulent and erosive habitats and that densities were greater in deep habitats
with heterogeneous substrata, thus indicating that migration might ultimately be

influenced by stream discharge and channel hydraulics.

Blanco & Scatena (2005) observed in Puerto Rico massive upstream migrations
of N. virginea (500-3000 ind/m?). While aggregations occurred at random time
intervals, they were clumped during rainy periods. Migratory aggregations consisted
mostly of small individuals (5—7 mm). N. virginea density and size dynamics differed
between reaches as a function of habitat hydraulics. While juveniles used the stable
riffle as a permanent habitat and preferred passageway, they also used an adjacent,
unstable reach after storm events. Upstream migrations are relatively frequent (once
every 15 days), promoted by floods, and are strongly influenced by reach-level habitat
stability (Blanco & Scatena, 2005).

Gorbach et al. (2012) suggested that upstream migration of Neritids relates to
the search for food and space (Paulini, 1963), predator avoidance (Schneider & Lyons,
1993; Blanco-Libreros & Arroyave-Rincon, 2009), a response to accidental
downstream drift (Schneider & Frost, 1986), constraints imposed by body architecture
and hydrodynamics (Haynes et al., 1985; Way et al., 1993; Huryn & Denny, 1997), the
availability of breeding sites (Soderstrom, 1987) and variation among adults and
juveniles in tolerance of physical factors such as salinity and temperature (Pyron &
Covich, 2003). For some authors, the energy cost of migration is compensated by
lower predation pressure in the upper reaches of streams and by the increased
upstream availability of food for these animals, all of which graze on microalgae
(Schneider & Lyons, 1993; McDowall, 2007). Schneider and Lyons (1993) proposed
that upstream migrations of Neritids in a Costa Rican stream were related with
increased fish predation in the estuary. Small-sized individuals were more abundant
within migratory groups, and they were also more responsive to the presence of
predators, as similarly observed in other freshwater Gastropods (Alexander &
Covich, 1991). The distribution of predatory fish, and the quantity and quality of
periphytonic food (Johnson & Brown, 1997; Biggs & Smith, 2002) can also be
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correlated with the spatio-temporal variations in discharge and water velocity (Blanco
& Scatena, 2005).

The microdistribution and abundance of freshwater gastropods were studied by
Liu and Resh (1997) in lower reaches of three streams on Moorea, French Polynesia.
Seven species were examined; five species are in the Neritidae, the latter two in the
Thiaridae. Most Gastropod species had higher densities during Austral Fall with higher
densities being found in riffle than in pool habitats. No relationship between substrate
type and either species presence-abundance or shell size was observed. Their study
indicated that velocity, depth, and substrate roughness were determinants of

gastropod abundance for some species within these streams.

Finally, habitat partitioning sustains dozens of species in a single river system.
Distance from the river mouth, water velocity, salinity and riverbed condition are the
primary factors that determine species composition at a certain area of rivers and
streams. At a smaller scale, a different set of species occupies a different type of
microhabitats (e.g. stream mouth, estuary, cascades, rapids) in a short stretch of rivers
(Kano et al., 2011).

2.2.7- Conservation

Freshwater Neritids in tropical islands have developed a specific life cycle. This
group of Gastropod is highly diverse, mainly in Indo-Pacific area. The mechanisms
explaining the distribution of amphidromous species (e.g., neritids, fishes) and
including larval production, retention, dispersal, and recruitment to freshwater are
governed both by biological and physiological processes (Murphy & Cowan, 2007;
Crandall et al., 2010). Seasonal variables (e.g. rainfall, drought, floods, typhoons),
channel substratum, distance from the ocean, flow hydraulics and water depth may
affect migration at different spatial scales (Way et al., 1993; Pyron & Covich, 2003;
Blanco & Scatena, 2005) and have a major impact on the survival of populations:
biological events such as reproduction, spawning, and the dispersal of larvae, are
dependant on these events and are synchronised with them (Keith, 2003; Lord et al.,
2012). On the islands, the impact of humans on aquatic habitats is highly significant,
particularly on estuarine habitats which are crucial to amphidromous species. Thus
Bell (2009) and Cook et al. (2012) have shown that lower reaches of rivers may be

more important areas than upper reaches of rivers for conservation of amphidromous

w

L 7



Chapitre 2 : Nérites d’eau douce, quel cycle de vie ?

species. These have to undertake two migrations between freshwaters and the sea.
The success of such a life cycle — i.e. on the one hand for larvae’s downstream
migration after hatching, and on the other hand for the post-larval and juvenile
upstream colonisation after recruitment in freshwaters — depends on maintaining the
mountain-ocean corridor open to allow movements between both habitats
(Radtke et al., 2001; Keith, 2003). The current state of knowledge on amphidromous
Neritids’ life cycle (biology, ecology), the length of the larval phase and the part it plays
in the dispersal of larvae, will directly apply in matters of management and
conservation. Anthropogenic alterations of the environment such as water withdrawals,
channel modifications, deforestation and sewage inputs may have an impact on the
performance of species, on their ability to find adequate food and to colonise the
streams in altitude (Gorbach et al., 2012). Nerites require hard substrata for their
grazing and they cannot be found on mud bottom in estuaries. Man-made
developments on these streams can alter larval dispersion and therefore the
recruitment success (Brasher, 2003). Indeed, diversions and dams are responsible for
modified flow regimes, fragmented populations, obstructed breeding migrations and
the loss of navigational cues (Drinkwater & Frank, 1994; Crowe, 1996;
Benstead et al., 1999; Pringle et al., 2000; Dudgeon, 2003).

In other words, the lack or a reduced number of new recruits of amphidromous
Neritids might serve as an indicator of long-term health of estuaries (Burris et al., 1990).
With their large biomass, elimination of the Neritids may result in food-web alternation

in a river system (Kano et al., 2011).

The current state of knowledge on tropical freshwater Neritids’ life cycle is of
direct relevance for management and conservation (Radtke et al., 2001; Keith, 2003).
But, in addition to the scarcity of knowledge on their life history traits, species taxonomy
has not been adequately resolved and boundaries between intra- and interspecific

variation should be clarified for many taxa (Hidaka & Kano, 2014).
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Chapitre 3 : Phylogénie du complexe 'Neritina pulligera’

Nomina si nescis, perit cognitio rerum. Et nomina si perdas, certe
distinctio rerum perditur
(Si tu ignores le nom des choses, tu en perds aussi la connaissance. Et si tu
oublies les noms, tu perds la distinction des choses)

Edward Coke (1628)
(Citation reprise et popularisée par Linné dans Critica botanica, 1736)

1.- La phylogénie des Neritidae

Aprés avoir fait la synthése de I'état des connaissances sur les Nérites
diadromes, il convenait de faire une mise au point de la taxinomie du groupe étudié,
afin de savoir quelles espéces il regroupe et de pouvoir étudier la phylogéographie et

les traits de vie des espéces sélectionnées.

Dans son immense travail ayant fait, notamment, une synthése des travaux de
ces prédécesseurs, et qui a donné lieu a une monographie en deux volumes
consacrée aux Nérites du monde (Neritidae of the world), Eichhorst (2016) propose
une division de cette famille en deux sous-familles, 16 genres et plus de 275 espéces
(tableau 1). Les espéces de cette famille se retrouvent dans toutes les régions
tropicales et subtropicales du monde, excepté le genre Theodoxus, et quelques autres
espéeces qui se sont adaptés aux régions tempérées. La taille des Nérites est trés
variable, allant de 1,5 mm pour Smaragdia bryanae (Pilsbry, 1917), la plus petite, a
60,4 mm pour Nerita textilis Gmelin, 1791, la plus grande (Eichhorst, 2016).

La phylogénie compléte du genre Neritina, comme celle de toute la famille des
Neritidae, reste a faire. Nous essayons d'y contribuer par I'étude du complexe
'N. pulligera’, qui regrouperait un trés grand nombre d'espéces et toutes amphidromes.
Pour cette mise au point taxinomique, nous avons eu recours aux analyses classiques
en morphométrie, auxquelles nous avons ajouté une analyse génétique de type

barcode.
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Tableau 1 : Classification de la famille des Neritidae, distribution géographique et habitat

Famille : Neritidae Rafinesque, 1815

Nb.

Zones

Sous-familles Genres espéces géographiques Habitat
Nerita Linnaeus, 1758 >75 Mondiale I\/Iri;gngeu
Neritinae Sudde @ Paninsiie
Rafinesque, 1815 Mienerita Dekker, 2000 1 arabique, Afrique de Ma?n geu
lest profon
Clithon Montfort, 1810 >50 Indo-Pacifique Eau douce
Amériques central et
Clypeolum Recluz, 1842 2 du sud, Afrique de Eau douce
'ouest
Fluvinerita Pilsbry, 1932 1 Jamaique Eau douce
. . , Caraibes, Sud-ouest
Nereina Cristofori & Jan, 4 Afrique, Sud-ouest Eau douce
1832 i
Pacifique
Neripteron Lesson, 1831 >25 Indo-Pacifique Eau saumatre,
eau douce
Neritina Lamarck, 1816 >15 Indo-Pacifique Eau saumatre,
eau douce
: Neritodryas von e Eau douce,
Theodoxinae Martens, 1869 >6 Indo-Pacifique arboricole
Montfort, 1810 _
Neritona von Martens, e
1869 5 Pacifique sud Eau douce
. . Eau saumatre,
Puperita Gray, 1857 >1 Caraibes eau douce
Septaria Férussac, 1807 14 Indo-Pacifique Eau douce
. . Marin peu
Smaragdia Issel, 1869 9 Mondiale profond
Ig;agdoxus Montfort, >37 Circummeéditerranéen Eau douce
Vitta Mérch, 1852 13 Am_erlques, Sud-ouest | Eau saumatre,
Afrique eau douce
-~ e Eau saumatre,
Vittina H.B. Baker, 1923 >21 Indo-Pacifique eau douce

ry
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2.- Le complexe ‘Neritina pulligera’

Révision du complexe ‘Neritina pulligera’ (Gastropoda, Cycloneritimorpha :
Neritidae) par approche taxinomique et barcoding

(Soumis)

ABDOU Ahmed®?, GALZIN René? LORD Clara!, DENYS Gaél P.J.* & KEITH Philippet!

1Sorbonne Universités - Muséum national d’Histoire naturelle, UMR BOREA MNHN —
CNRS 7208 — IRD 207 — UPMC — UCBN, 57 rue Cuvier CP26, 75005 Paris, France.
E-mails: abdou@mnhn.fr ; keith@mnhn.fr

2 Laboratoire d'excellence Corail, USR 3278 CNRS-EPHE-UPVD, Centre de
Recherches Insulaires et Observatoire de I'Environnement (CRIOBE), BP 1013
Papetoai - 98729 Moorea, French Polynésia. E-mail: galzin@univ-perp.fr.

Mots-clés : Neritina, premiére sous-unité de la cytochrome oxydase, morphométrie,
taxinomie, phylogénie, Indo-Pacifique

Résumé

Des analyses morphométriques et des analyses moléculaires basées sur le
gene COIl ont été réalisées sur des taxons nominaux du genre Neritina supposés
représenter la méme espéce, Neritina pulligera (Linné, 1767). Les résultats obtenus
permettent de lever le doute sur les synonymies supposeées. |l apparait, notamment,
que N. stumpffi Boettger, 1890 et N. knorri (Récluz, 1841), auparavant considérées
comme des sous-espéces, sont des espéces valides différentes, et différentes de
N. pulligera. Il en est de méme pour N. petitii (Récluz, 1841), N. canalis Sowerby,
1825, N. iris Mousson, 1849, N. asperulata (Récluz, 1843) et N. powisiana (Récluz,
1843), qui sont confirmées comme étant des espéces valides distinctes de N. pulligera.
La distribution Indo-Pacifique de N. stumpffi est avérée, celle de N. knorri reste a

confirmer, de méme que sa relation phylogénétique avec N. delestennei Récluz, 1853.

2.1- Introduction

Les Neritidae constituent une des familles les plus primitives de gastéropodes

(Bouchet & Rocroi, 2005). Elle posséde une grande adaptabilité et une capacité a vivre

w
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dans des habitats défavorables et fluctuants ou il y a peu de compétition avec d'autres
organismes (Baker, 1923). Elle est composée de plusieurs genres, dont les espéces
occupent des habitats trés variés, essentiellement dans les zones tropicales et
subtropicales, allant du marin au quasi-terrestre, en passant par I'eau saumatre et I'eau
douce water (Kano et al., 2002 ; Limpalaer, 2009 ; Abdou et al. 2015 ; Eichhorst 2016).

La phylogénie de cette famille a été étudiée par Quintero-Galvis & Castro (2013)
en se basant sur les génes COl et 16S rRNA. Leur étude a confirmé la monophylie du
genre Nerita, dont la phylogénie, étudiée par Frey & Vermeij (2008) et Frey (2010), est
la plus aboutie. Quintero-Galvis & Castro recommandent cependant des analyses
complémentaires. Le genre Theodoxus a été relativement bien étudié par Bunje &
Lindberg (2007), qui en suggerent, néanmoins, une révision systématique. En effet,
leur étude, réalisée a travers des analyses par maximum de vraisemblance, maximum
de parcimonie et inférence bayésienne, a fait apparaitre des topologies non
concordantes et difficiles a concilier sur les relations entre différents clades. Enfin,
dans son étude sur le comportement migratoire vers 'amont des nérites amphidromes,
Kano (2009) a réalisé une analyse phylogénétique partielle du genre Neritina, basée

sur le géne COI. Une phylogénie plus compléte de ce genre reste donc a réaliser.

Chez les Neritidae, plusieurs espéces nominales ont été décrites au 19¢ siécle
sur la base de caracteres morphologiques de la coquille et de 'opercule, concernant
principalement la forme, la taille, la couleur, la consistance et la sculpture. Par la suite,
certains auteurs ont estimé que les différences morphologiques observées chez
certaines espéces, relevaient plutot de la plasticité phénotypique des coquilles, bien
connue chez les mollusques (Puillandre, 2010), et les ont placées en synonymie,
parfois comme variété ou sous-espece. C’est ainsi que, dans le genre Neritina, selon
le « Catalogue of Life » (Seddon & Rowson, 2015), des dizaines d’espéces ont été
recensées comme étant synonymes de Neritina pulligera (Linnaeus, 1767), une
espéce décrite d’'Inde (« Habitat in Indiae fluviis ») et qui serait largement distribuée
dans I'Indo-Pacifique. C’est dans ce contexte que Neritina stumpffi Boettger, 1890 et
Neritina knorri (Récluz, 1841), des espéces bien connues dans I'océan Indien, ont été
considérées par certains auteurs comme les représentants de N. pulligera dans cette
zone (Starmuhiner, 1983 ; Gerlach et al., 2011 ; Seddon & Rowson, 2015). En effet,
d’aprés Starmuhlner (1983, 1984), Haynes (1988, 1990, 2001, 2005), Bandel (2001)
et Gerlach et al. (2011), N. pulligera couvrirait pratiquement tout le bassin

3
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Indo-Pacifique (sauf la Polynésie Francgaise) jusqu’en Afrique de I'est (Australie, Fiji,
Nicobar, Andaman, Guam, Malaisie, Indonésie, Micronésie, Papouasie Nouvelle-
Guinée, Philippines, Nouvelle-Calédonie, Solomon, Vanuatu, Thailande, Comores,
Seychelles, Madagascar, Mascareignes, Mozambique, Kenya, Tanzanie et Afrique du
Sud).

Cette espece présenterait une grande variabilité morphologique et aurait
plusieurs sous-espéces. Ainsi, Tryon (1888) considére que N. petitii (Récluz, 1841),
N. canalis Sowerby, 1825 et N. knorri (Récluz, 1841), sont des variétés de N. pulligera,
alors que Fischer-Piette & Vukadinovic (1974) considérent N. knorri comme en étant
un synonyme junior. Quant a Starmuhlner (1983) et Gerlach et al. (2011), ils indiquent
que N. stumpffi et N. knorri en sont des sous-espéces, malgré le fait que le premier les
ait signalés vivant en sympatrie aux Seychelles et aux Comores. De 'avis de Backeljau
et al. (1986) la réalité de ces sous-espéces serait douteuse. Valade et al. (2007)
s’associent a cet avis dans la mesure ou ils ont pu aisément les séparer sur le terrain
(pas de formes intermédiaires) et le premier auteur de cet article les a trouvées souvent
en sympatrie dans plusieurs localités différentes aux Comores (Valade et al., 2007).
Boettger (1890) avait déja signalé cette sympatrie lors de sa description originale de
N. stumpffi. La présence de N. knorri dans les Mascareignes est mise en doute par
Griffiths & Florens (2006), mais le Muséum national d’Histoire naturelle (MNHN)
dispose d’échantillons de I'lle Maurice de N. knorri dans sa collection historique
(Col. Denis 1945, identifiés comme N. pulligera). De plus, un échantillon de cette ile a
été identifié par Kano (2009) comme étant N. delestennei Récluz, 1853, sur la base
d’'une séquence moléculaire. Il existerait ainsi une quarantaine de taxons mis en

synonymie de N. pulligera, d’aprés Seddon & Rowson (2015).

Nous étudions ici le complexe Neritina pulligera a partir des échantillons
auxquels nous avons eu acces et concernant les principaux taxons de ce complexe, a
savoir N. pulligera, N. stumpffi, N. knorri, N. petitii, N. canalis, N. iris, N. delestennei,
N. asperulata et N. powisiana. L’objectif est de lever le doute sur la validité de tout ou
partie de ces taxons et ce a I'aide des outils morphométriques et génétiques (gene
COl). Dans ce contexte, cet article se propose aussi de clarifier le statut des taxons
nominaux N. stumpffi et N. knorri, ainsi que leur distribution spatial au sein de la

province biogéographique Indo-Pacifique.

3




Chapitre 3 : Phylogénie du complexe 'Neritina pulligera’

2.2- Matériel et méthodes

2.2.1- Echantillonnage

Une bonne partie du matériel concernant I'océan Indien a été récolté a
'occasion de différentes missions de terrain. C’est le cas des Comores, ou deux
campagnes ont eu lieu en 2005 et 2006. Des récoltes de Neritidae ont été réalisées
du 30/10 au 4/11/2005 a Mwali (Mohéli) et Ndzuwani (Anjouan) lors d’'une mission
d’'inventaire financée par Conservation International (Keith et al., 2006). Une autre
mission, conduite par I'ARDA (Association Réunionnaise de Développement de
I'Aquaculture) a eu lieu a Maore (Mayotte) du 13 au 21/05/2006 (Valade et al., 2007).
Des récoltes complémentaires ont été réalisées a Mohéli les 30 et 31/12/2013. Une
mission spécifique organisée conjointement par TUMR 7208 BOREA et TUSR 3278
CRIOBE nous a permis d’échantillonner a Moorea et Tahiti en Polynésie francgaise
durant le mois de février 2014. En outre, nous avons pu bénéficier d’échantillons
collectés par des membres BOREA et par des partenaires de la zone Indo-Pacifique.

C’est ainsi que nous avons enrichi notre matériel par des échantillons des Seychelles,

de Nouvelle-Calédonie, de Samoa et Fidji, de Mayotte, de Bali, de Futuna et du Japon
(Okinawa) (Tableau 2).
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Figure 1 : Localités de provenance des échantillons étudiés

Sur le terrain, les Nérites ont été essentiellement collectés a vue. lls sont, en

effet, pratiquement tous visibles a I'ceil nu, vivants accrochés au substrat de blocs

o
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rocheux. Les spécimens ont été fixés a 'alcool a 70 % ou a 95 %. Nous avons identifié
les especes, en nous aidant de la littérature, des descriptions d’origine (Récluz, 1841 ;
Récluz, 1853 ; Boettger, 1890) et des collections détenues par le MNHN, dont :
N. knorri (paralectotype MNHN-IM-2012-18281 ; voir figure 6A) et N. delestennei
(paratypes MNHN-IM-2012-18260 ; voir figure 6C).

En raison de la qualité de conservation de certains spécimens des Comores,
I'analyse moléculaire n’a pu étre réalisée que sur un nombre limité des échantillons
issus des récoltes de 2005 et 2006. Du matériel sec des collections historiques du
MNHN et du matériel en alcool non séquencé ont été également examiné pour

I'analyse morphométrique (Tableau 2).

Par ailleurs, nous avons complété notre échantillonnage en ajoutant des
séquences de génes, pris dans GenBank, de spécimens issus du Pacifique (voir
détails tableau 2) et ayant servi a l'analyse phylogénétique de Kano (2009).
L’ensemble des localités pour lesquelles nous avons disposé d’échantillons est

représenté figure 1.

Tableau 2 : Liste des espéces ayant fait I'objet d'analyse moléculaire. Le numéro d’identification
est indiqué pour les séquences prises dans GenBank. Les individus correspondant aux séquences
issues de GenBank, ainsi que ceux dont le nombre est suivi par un (*) n'ont pas fait I'objet d’analyses
morphométriques.

Espéces ingil\?i.du Localité Année ID GenBank
Neritina stumpffi g Ndzuwani, Comores 2005 En cours
Neritina stumpffi 2 Mwali, Comores 2005 En cours
Neritina stumpffi 2 Mwali, Comores 2008 En cours
Neritina stumpffi 14(1%) Mwali, Comores 2013 En cours
Neritina stumpffi 1 Maore, Comores 2006 En cours
Neritina stumpffi 3 Maore, Comores 2014 En cours
Neritina stumpffi 3 Seychelles 2012 En cours
Neritina stumpffi 2 Nouvelle-Calédonie 2013 En cours
Neritina stumpffi 1 Futuna 2014 En cours
Neritina sp. Kuro 2 Okinawa, Japon AB477505

AB477506
Neritina sp. Kuro 1 Guam, Micronésie AB477507
Neritina asperulata 3 Okinawa, Japon AB477472

a AB477474
Neritina asperulata 1 Cebu, Philippines AB477475

o
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Neritina asperulata

Neritina asperulata

Neritina asperulata

Neritina powisiana

Neritina sp. Suiji

Neritina sp. Suiji

Neritina sp. Suiji
Neritina petitii
Neritina petitii

Neritina petitii

Neritina petitii

Neritina petitii

Neritina iris

Neritina iris

Neritina iris
Neritina iris

Neritina delestennei

Neritina delestennei
Neritina delestennei
Neritina delestennei
Neritina knorri
Neritina knorri
Neritina knorri

Neritina pulligera

Neritina pulligera
Neritina pulligera

Neritina pulligera

W W W -

1*

N 00 =2~ A W a2 -

—_

Guam, Micronésie

Santo, Vanuatu

Guadalcanal,
Salomon
Santo, Vanuatu

Okinawa, Japon

Pohnpei, Micronésie

Guam, Micronésie
Nouvelle-Calédonie
Okinawa, Japon

Okinawa, Japon

Guadalcanal,
Salomon
Fidiji

Palawan, Philippines

Japon

Pohnpei, Micronésie
Bali, Indonésie

Japon

Guam, Micronésie
Maurice
Okinawa, Japon
Maore, Comores
Mwali, Comores
Mwali, Comores

Japon

Guam, Micronésie
Samoa

Bali, Indonésie

2006

2006

2013
2014

2013

2014

2014
2006
2008
2013

2014

AB477476
ABA4T7477
AB477478
AB477481
a AB477483
AB477479
AB477480
AB477500
AB477509
AB477510
AB477512
AB477513
AB477511
En cours
En cours
AB477495
AB477496
AB477497
AB477498
AB477499
En cours
AB477492
AB477493
AB477490
AB477491
AB477494
En cours
AB477486
AB477487
AB477488
AB477489
En cours
En cours
En cours
En cours
AB477501
AB477502
AB477503
AB477504

En cours
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Neritina pulligera 1 Okinawa, Japon 2014 En cours
Neritina canalis 1 Vanuatu 2006 AB477484
Neritina canalis 1 Samoa AB477485
Neritina canalis 5 Futuna 2014 En cours
Neritina canalis 1 Tahiti, Polynésie 2014 En cours
Neritina canalis 16(1%) Moorea, Polynésie 2014 En cours
Exogroupes
Septaria porcellana 1 Okinawa, Japon AB477515
Septaria porcellana 6 Okinawa, Japon 2014 En cours
Septaria porcellana 5 Polynésie francaise 2014 En cours
Neritilia rubida 1 Japon AB102712
Neritilia rubida 1 Mwali, Comores 2013 En cours
Neritilia rubida 1 La réunion 2013 En cours
Neritilia rubida 1 Maurice 2013 En cours
Total (génétique) c]c?r?t
Total (morphométrie) 75

Tableau 3 : Spécimens secs et en alcool ayant servi uniquement dans l'analyse

morphomeétrique

Pays Collection/année Identification Nb. spécimens
Mayotte 2006 N. stumpffi 3
Comores 2006 N. knorri 6
Anjouan 2005 N. stumpffi 3
Maurice Coll. Denis, 1945 N. knorri 5
Madagascar Coll. Soula, 1968 N. knorri 4
Indochine Coll. Denis, 1945 N. delestennei 1
Perak N. knorri 1
Japon (Okinawa) 2014 N. delestennei 2
Coll. Arnoul, 1927 N. knorri 2
Nouvelle-Calédonie Coll. Caillot N. petitii 8
2013 N. stumpffi 1
Philippines Coll. Marche, 1882 N. knorri 4
Mindanao Coll. Cuming 1843 N. petitii 3
Les Négritos Coll. Portes 1860 N. pulligera 4
Tabhiti Coll. Denis, 1945 N. knorri 5
Nouvelle Guinse Lesson & Carnot N. pulligera 2
Denis 1945 N. pulligera 1
Australie Péron & Lesueur 1803 N. pulligera 5
Total 60
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2.2.2-Analyses morphométriques

Au total 75 spécimens séquencés et 60 non séquencés ont fait I'objet de
'analyse morphométrique. Sur ces 135 spécimens analysés, 37 appartiendraient a
N. stumpffi, 37 a N. knorri, 6 a N. delestennei, 14 a N. pulligera, 20 a N. petitii et 21 a
N. canalis (voir tableaux 2 et 3). Des spécimens issus de la collection historique du
MNHN, ont été intégrés dans cette analyse. lls proviennent aussi bien de I'océan

Indien, que de 'océan Pacifique (tableau 3).

Outre les dimensions de la coquille, nous avons pris
en compte d’autres critéres tels que la couleur et la sculpture
notamment, pour évaluer la variabilité morphologique. A cet
effet, des mesures ont été prises, comme indiqué sur la
figure 2, sur des spécimens des taxons du complexe
‘N. pulligera’, dont nous disposions de suffisamment de

matériel frais ou de collections historiques, a I'aide d’un pied

a coulisse électronique « Absolute digimatic caliper », model

n® CD-15DC, de Mitutoyo corp, avec une marge d'erreur de  gigyre 2 ; protocole de

mesure de la coquille.

0,02mm. Deux dimensions, la hauteur (H) et la largeur (L), N. stumpfi

ont été mesurées. Le rapport H/L a été calculé. L'ensemble

a été soumis a une Analyse factorielle en Composantes Principales ou ACP, a l'aide
du logiciel Statistica 10 (StatSoft, 2011). Une autre analyse statistique d’ajustement
affine, par régression linéaire simple, a également été faite pour H et L, avec calcul du

coefficient de détermination (R?) pour voir si ces dimensions sont corrélées.

2.2.3- Analyses génétigues

Notre étude a porté sur 135 spécimens analysés a I'aide du géne mitochondrial
codant pour la premiére sous-unité de la cytochrome oxydase (COIl). Pour chaque
individu sélectionné, nous avons prélevé quelques milligrammes de tissu du muscle
du pied. L’ADN génomique total a été extrait a l'aide du robot semi-automatique
eppendorf « epMotion 5075 » suivant le protocole du Kit NucleoSpin® 96 Tissue de
MACHEREY-NAGEL. L’ADN a été amplifié par PCR en utilisant les amorces
universelles développées par Folmer et al. (1994), LCOI1490 (5-GGTCAACAAATCA
TAAAGATATTGG-3’) et HCO2198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3).
101
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L’amplification a été réalisée dans un volume final d’environ 21 ul contenant,
approximativement, 12,94 ul d’'eau stérile, 2 ul de tampon TAQ, 1 pul de DMSO
(DiMéthyl SulfOxyde), 1 pl de BSA (Sérum Albumine Bovine), 1,5 ul de MgClz, 0,80 pl
de Mix dNTP (DésoxyNucléotide TriPhosphate) a 6,6mM, 0,32 pl de chaque amorce,
0,12 yl de Taq polymérase de chez Qiagen, 1 a 1,5 ul ’ADN. La PCR a été réalisée
a l'aide d’un thermocycleur Bio-Rad C71000 Touch™, selon le programme ci-apres.
3 min de dénaturation initiale a 95°C, suivie de 40 cycles de dénaturation a 95°C pour
30 s, hybridation 40-42°C pour 30 s, élongation a 72°C pour 45 s, suivis d'une
élongation finale de 5 min a 72°C. Les produits de PCR ont été visualisés par migration
électrophorétique sur un gel d’agarose a 1,5 %, préparé avec du tampon TBE (Tris,
Borate, EDTA) et un agent intercalent de 'ADN, le BET (Bromure d’Ethidium). Le
séquengage des produits PCR a été réalisé par Eurofins (http: //www.eurofins.fr) en

utilisant les mémes amorces.

Les séquences partielles du géne COI ont été vérifiées et nettoyées et les
chromatogrammes des deux brins (forward et reverse) ont été comparés a l'aide du
logiciel CodonCode Aligner 5.0.2 (Codon Code Corporation). Les séquences ont été
alignées par ClustalW a l'aide du logiciel MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Nous avons
enrichi notre échantillonnage par les séquences AB477472 a AB477514, disponibles
dans DDBJ/EMBL/Genbank, qui ont servi dans une analyse phylogénétique de
certaines espéces du genre Neritina (Kano, 2009), et avons utilisé Septaria porcellana
et Neritilia rubida comme exogroupes (voir tableau 2). Le meilleur modéle de
substitution nucléotidique, avec partition par position de codon, a été sélectionné par
JModelTest 2.1.1 (Darriba et al., 2012). Il s’agit du modéle HKY+G+l. Nos données
moléculaires ont été analysés par la méthode d’'inférence bayésienne (IB), avec le
logiciel MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). L'IB a consisté en deux analyses
indépendantes de quatre chaines de Markov avec méthode de Monte Carlo, de
10 millions de geénérations, échantillonnées a raison de un arbre toutes les
200 générations. L’arbre consensus obtenu a été calculé aprés avoir éliminé dix pour
cent des arbres générés en tant que « burn in », en étant assuré que la phase

stationnaire a été atteinte.
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L’outil « Automatic Barcode Gap Discovery » (ABGD)

ABGD, développée par Puillandre et al. (2012a), est une méthode qui se fonde
exclusivement sur la distance génétique entre les séquences d'ADN (Puillandre et al.,
2012b), et permettant d’émettre, a partir de plusieurs séquences génétiques, des
hypothéses primaires de délimitations d’espéces, grace au « barcode gap ». Les

détails de la méthode sont donnés par Puillandre et al. (2012a). Nous nous sommes

servis de la version en ligne (http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/) pour analyser

nos données concernant le géne COI, en utilisant les paramétres par défaut de ABGD.

2.3- Résultats

2.3.1- Analyse morphométrique

La régression linéaire, concernant la hauteur et la largeur de la coquille, montre
une forte corrélation entre ces deux dimensions, pour les six taxons du genre Neritina
analysés (figure 3), avec un coefficient de détermination (R?) égal a 0,98. Ce coefficient
est également élevé pour chaque taxon pris séparément, en étant égal a 0,98
(N. stumpffi), 0,99 (N. knorri), 0,97 (N. canalis), 0,97 (N. petitii), 0,97 (N. pulligera) et
0,86 (N. delestennei).

35
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15

Largeur de la coquille

y =0,7485x - 0,217
R% = 0,9806

10

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Hauteur de la coquille

Figure 3 : Corrélation entre la largeur et la hauteur de la coquille, selon une régression linéaire
appliquée a 37 individus de Neritina stumpffi, 37 de N. knorri, 6 de N. delestennei, 14 de
N. pulligera, 20 de N. petitii et 21 de N. canalis.
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L’analyse multifactorielle en composantes principales (ACP) est représentée
graphiquement par la figure 4. Comme le montre le tableau 4, les deux premiéres
composantes principales (CP) expliquent 99,97% (66,47 % pour la CP1 et 33,49% pour

la CP2) de la variance totale avec un cumul des valeurs propres de plus de 2,99 sur 3.
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Figure 4 : Nuage de points des deux premiéres composantes de l'analyse en composantes
principales (ACP) de 135 individus de Neritina stumpffi, N. knorri , N. canalis, N. petitii,
N. pulligera et N. delestennei.

La CP1 est définie principalement par la hauteur et la largeur, dont les
coordonnées factorielles sont respectivement de 0,99 et de 1. Sur cette composante
les individus appartenant a N. stumpffi sont morphométriquement séparés de ceux
appartenant a N. knorri et a N. canalis, avec un léger chevauchement. Les trois taxons
N. pulligera, N. petitii et N. delestennei, situés le plus a droite de la CP1, ont
proportionnellement la plus grande taille et sont de dimensions comparables, mais
d’autres critéres relatifs a la couleur et a la structure, notamment, permettent de les
distinguer (Fig. 6). En effet, N. petitii se distingue principalement des deux autres par
I'absence de canal entre la terminaison supérieure du labre et la paroi, mais aussi par
son ouverture orange a jaunatre, dilatée vers la marge columellaire. N. delestennei se

distingue de N. pulligera par sa couleur marron uniforme, son ouverture délimitée par
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une paroi calleuse postérieurement, plane et inclinée en avant, et un labre bordé
intérieurement d’'une zone blanche, sous laquelle la couleur est orange sombre ou
vert-olivatre. La coquille de N. pulligera est brune foncée, presque noire parfois ou
olivatre ; sa cloison pariétale est plate, noire grisatre, pouvant varier vers le jaunatre ;
une large bande orange, paralléle au labre, donne sa couleur a 'ouverture. N. stumpffi,
situé le plus a gauche, est la plus petite. N. knorri présente la plus grande variabilité
de taille, mais se distingue nettement des autres par sa taille relativement plus
modeste que les trois premiéres, son periostracum uniformément noir, sa cloison
pariétale bleue violacée et légerement convexe postérieurement, son labre rouge-
safran en dedans. La CP2 est fortement associée au rapport H/L (0,99) et montre que,
globalement, N. stumpffi et N. canalis ont une forme oblongue, relativement plus
allongées que les autres. Par la forme et la couleur on pourrait les confondre, mais
N. stumpffi posséde un opercule qui lui est caractéristique par sa couleur noire
(Boettger, 1890 ; Starmuhiner, 1983), et N. canalis est pourvu d’un « canal » entre le
bord pariétal et la terminaison supérieure du labre, que ne posséde pas la premiére.

Ce canal peut étre moins apparent pour certains échantillons.

Nos analyses morphométriques permettent donc de distinguer les taxons
etudiées.
Tableau 4 : Coordonnées factorielles, valeurs propres et pourcentages de la variance totale

expliquée par les trois axes factoriels de I’analyse en composantes principales sur N. stumpffi,
N. knorri, N. delestennei, N. pulligera, N. petitii et N. canalis.

. Composante Composante | Composante

Variables " L A
principale 1 principale 2 principale 3

Hauteur (H) 0,9936 0,1106 0,0221
Largeur (L) 0,9995 -0,0217 -0,0222
Rapport H/L -0,0886 0,9961 -0,0029
Valeurs propres 1,9942 1,0048 0,0010
Valeurs propres 1,0942 2,9990 3,0000
cumulées
Variance totale (%) 66,4721 33,4949 0,0330
Variance totale 66,4721 99,9670 100,0000
cumulée (%)
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2.3.2- Analyses moléculaires

Les analyses ont porté sur 135 séquences partielles de 609 pb du géne COI.
La méthode ABGD a distingué 11 groupes (G1 a G11), et ce quelle que soit la valeur
de la prior utilisée ; alors que I'inférence bayésienne (IB) a réalisé une partition de huit
clades (A a H), représentés par la figure 5. Trois clades, A (N. stumpffi),
B (N. asperulata), et F (N. knorri/N. delestennei) correspondent chacun a deux
groupes définis par I'outil ABGD. Pour le clade A, ABGD distingue deux groupes de
‘N. stumpffi’ (G7 et G8), génétiquement distants de 2,61%, sans que I'on observe de
pattern géographique. Pour le clade B, ABGD distingue deux groupes de
‘N. asperulata’ (G3 et G4), qui divergent de 9,04%, I'un constitué de spécimens du
Pacifique ouest (Micronésie, Japon, Philippines), I'autre constitué de spécimens du
Pacifique central (Vanuatu, Salomon). Pour le clade F, ABGD distingue deux groupes
(G10 et G11), I'un constitué de N. delestennei (Guam, Japon), et 'autre de N. knorri
(Comores, Maurice), avec un taux de divergence de 3,14%. Le tableau 5 présente les

distances génétiques entre les différents groupes de I'analyse.

Tableau 5 : Distance génétigue moyenne, sur le géne COI, entre les groupes délimités par I'outil
ABGD. G1 : N. petitii, G2 : N. pulligera, G3 : N. asperulata 1, G4 : N. asperulata 2, G5 : N. iris, G6 : N.
sp. Suji, G7 : N. stumpffi 1, G8 : N. stumpffi 2, G9: N. canalis, G10 : N. knorri, G11 : N. delestennei.
En gras les distances génétiques des 3 clades-doubles A, B et F ; en grisé, les distances entre N.
pulligera et les autres taxons.

G7 G8 G3 G4 G6 Gl G5 Gl1 | G10 G2 G9
G7 | 0,78%
G8 | 2,61% | 0,35%
G3 | 11,86% | 11,87% | 0,75%
G4 | 13,33% | 13,19% | 9,04% | 0,75%
G6 | 12,07% | 13,38% | 12,04% | 12,03% | 0,33%
Gl | 11,77% | 12,82% | 11,89% | 11,90% | 3,11% | 0,44%
G5 | 10,90% | 11,24% | 9,67% | 9,67% |6,96% |6,77% | 0,87%
G11 | 10,54% | 11,66% | 10,92% | 10,92% | 7,94% | 7,47% | 5,09% | 0,31%
G10 | 11,03% | 11,94% | 10,34% | 10,14% | 7,33% | 7,04% | 4,95% | 3,14% | 1,11%
G2 | 11,68% | 11,41% | 10,75% | 10,82% | 7,56% | 7,82% | 5,46% | 5,68% | 5,99% | 0,53%
G9 | 11,16% | 11,21% | 11,37% | 10,64% | 7,67% | 8,02% | 4,67% | 5,08% | 5,09% |4,10% | 0,79%

Les cinqg autres clades, C (Neritina sp. Suji), D (N. petiti), E (N. iris),
G (N. pulligera), H (N. canalis), correspondent parfaitement aux groupes de la
méthode ABGD. Tous les clades définis par IB sont soutenus par une probabilité

postérieure (PP) au moins égale a 97% ; quatre sur huit I'étant a 100%. Ainsi, nos
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échantillons seraient composés, a priori, d’au moins 10 taxons différents, appartenant
au complexe N. pulligera (N. pulligera, N. stumpffi, N. knorri, N. petitii, N. canalis,

N. iris, N. delestennei, N. asperulata, N. powisiana, N. sp. Suiji).

2.4- Discussion

Les résultats de I'analyse morphométrique, confirmés par 'analyse moléculaire
du géne COlI, aussi bien par I'lB que par la méthode ABGD (Figure 5), nous permettent
de lever le doute sur le statut taxinomique de certaines especes et de clarifier la
situation du complexe N. pulligera. Ainsi, N. stumpffi (clade A) et N. knorri (clade F)
s’avérent étre des espéces valides, contrairement a ce que pensaient Stahrmilner
(1983) et Gerlach et al. (2011).

Le clade A de N. stumpffi (Figure 6E et F) regroupe des individus provenant
aussi bien du Pacifique que de 'océan Indien, mélangés entre eux. Des individus issus
de mémes localités se retrouvent dans les deux sous-clades correspondant a G7 et
G8 (figure 5), qui se distinguent par 2,61% de divergence. Par ailleurs, 'ACP (figure
4) permet de discriminer morphométriquement N. stumpffi des autres espéces
étudiées sans distinguer les sous clades G7 et G8, dont les individus du Pacifique et
de l'océan Indien ne présentent aucune différence morphologique. lls sont tous situés
du cété négatif de la CP1, associée a H et L (voir tableau 4), et essentiellement du
c6té positif de la CP2, soutenue par le rapport H/L. Nous notons également que
Neritina sp. Kuro, correspondant a Neritina sp. 1 dans l'article de Kano (2009), se
retrouve dans le clade A et est donc génétiquement identique a N. stumpffi. Le clade
A représenterait donc I'espéce N. stumpffi, avec deux lignées différentes matérialisées
par les clades G7 et G8. Cette espéce est caractérisée par un opercule noir, une forme

oblongue et une cloison columellaire granuleuse, rouge a blanchatre.

Le clade F Neritina knorri/N. delestennei s’avére étre le plus difficile a interpréter
dans cette analyse. Cette difficulté reléve a la fois de la génétique et de la morphologie.
En effet, les deux groupes-freres, G10 et G11, composant ce clade, ne divergent
génétiquement que de 3,14% et, bien que dans nos échantillons tous les spécimens
de N. knorri (Figure 6A et B) sont dans I'océan Indien, un spécimen provenant de l'ile
Maurice et appartenant manifestement au taxon N. knorri, a été identifi€¢ comme
appartenant a N. delestennei (Figure 6C et D) par Kano (2009). Ce taux est certes

inférieur a celui qui sépare N. canalis et N. pulligera (4,10%), mais il est équivalent a
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celui qui distingue le clade D du clade C, c'est-a-dire N. petitii de Neritina sp. Suji
(N. sp. 3 de larticle de Kano), soit 3,11%. Par ailleurs, 'ACP nous montre une
variabilité importante de la taille de la coquille de N. knorri ; variabilité conforme a la
plasticité phénotypique des coquilles, bien connue chez les mollusques (Puillandre,
2010), mais N. delestennei est relativement plus grande et plus allongé (figure 4).
Notons, cependant, qu'il y a relativement plus de juvéniles dans I'échantillonnage de

N. knorri que dans les autres espéces.

Des études sur d’autres genes sont nécessaires pour analyser la variabilité
réelle de ces taxons et la synonymie de N. delestennei sur N. knorri. Cependant, nous
estimons que cette synonymie et la présence de N. knorri dans 'océan Pacifique sont
probables, pour deux raisons au moins. La premiére est que Récluz, qui a décrit cette
espéce en 1841, avec comme localité type Madagascar, I'a signalée a Mindanao aux
Philippines en 1850, avant de décrire N. delestennei en 1853, sans précision de
localité. La deuxiéme raison tient au fait que les échantillons de la collection historique
du MNHN que nous avons consultés, provenant de Tahiti, Nouvelle-Calédonie et
Pérak (Malaisie), sont morphologiquement plus proches de N. knorri que de
N. pulligera, espéce qui ne semble d’ailleurs pas exister en Polynésie francaise
(Pointier & Marquet, 1990). Reste a pouvoir trouver, dans cette zone, des échantillons
genétiquement exploitables, pour une analyse moléculaire de confirmation. N. knorri
se distingue de N. pulligera par son périostracum uniformément noir, sa cloison
pariétale bleue violacée et légérement convexe postérieurement, son labre
rouge-safran en dedans et jamais terminé en auricule spirale, comme I'est souvent

N. pulligera.

Concernant les clades C et D, génétiquement divergents de 3,11%, nous notons
qu'ils sont relativement trés proches, mais nous ne pouvons faire aucun commentaire
sur leurs caracteres morphologiques toutes les séquences du clade C étant trouvées

dans GenBank.

109




Chapitre 3 : Phylogénie du complexe 'Neritina pulligera’

y
% IM-2012-18281

% IM-2012-18260

Figure 6 : Quelques Néritines d'eau douce faisant I'objet de cette étude. La deuxiéme vue
dorsale, a droite, représente la coquille dépourvue de son périostracum suite a un traitement a I'eau
de javel ; cette vue montre les motifs et couleur réels de la coquille, produits au niveau de la couche
calcitique externe. A : Paralectotype de Neritina knorri, MNHN-IM-2012-18281 (Madagascar, 25,3
mm). B : N. knorri (Comores, 24,31 mm). C : Paratypes de N. delestennei, MNHN-IM-2012-18260
(35 mm et 31 mm). D : N. delestennei (Japon, 34,57 mm). E : N. stumpffi (Comores, 20 mm).
F : N. stumpffi (Nouvelle-Calédonie, 17,18 mm). G : N. petitii (Japon, 27,75 mm). H : N. canalis
(Polynésie frangaise, 21,10 mm). | : N. pulligera (coquille couverte par une incrustation probablement
calcique. Japon, 41,61 mm). J : N. pullioera (Vanuatu, 39 mm).

110




Chapitre 3 : Phylogénie du complexe 'Neritina pulligera’

N. pulligera sensu stricto (clade G ; voir figure 61 et J) et N. canalis (clade H ;
voir figure 6H), se distinguent clairement, tant par nos analyses morphologiques
(Fig. 4) que par nos analyses génétiques (PP respectivement de 100% et 97%) et sont
des espéces valides. On ne peut pas les confondre morphologiquement, de par leur
taille et leurs couleurs. N. canalis est marron foncé a noir, de taille plus modeste avec
une cloison pariétale rouge. Celle de N. pulligera est noire grisatre, pouvant varier vers
le jaunatre, et le péristome est coloré par une large bande orange, paralléle au labre.
La synonymie supposée entre N. pulligera et N. petitii (G1 ; voir figure 6G), N. iris (G5)
et N. knorri (G10), (Tryon, 1888 ; Fischer-Piette & Vukadinovic 1974) dont les clades
sont soutenus dans notre analyse par une PP d’au moins 99% et des distances
génétiques importantes (tableau 5), n’est pas validée. Ces espéces sont bien
discriminées, ce qui est en accord avec Kano (2009) et nos analyses morphologiques

(fig. 4) pour N. knorri et N. petitii.

Au sein du clade H (N. canalis), les individus de Futuna, Vanuatu et Samoa sont
séparés de ceux de Moorea et Tahiti. |l s’agit de populations, génétiquement

structurées, qui ont été déja documentées par Crandall et al. (2010).

Enfin, le clade B Neritina asperulata est composé de deux sous-clades fréres
B1 et B2, correspondant aux groupes G3 et G4 de la méthode ABGD et séparés par
plus de 9% de divergence génétiques. Les individus correspondant aux séquences
analysées par Kano (2009) ne nous sont pas connus, mais selon Kano (2009) ils sont
morphologiquement identiques. On note cependant que leur distribution géographique
les distingue, B1 émanant de I’Asie du Sud-est et de la Micronésie, B2 de la Mélanésie.
Cette répartition géographique associée a un taux de divergence aussi important
(9,04%), révéle l'existence, dans ce clade, d’une espéce cryptique, qui pourrait étre
celle de B2, la localité type de N. asperulata étant I'ile Luzon aux Philippines, localité

présente en B1.

2.5- Conclusion

Nous sommes conscients de la faiblesse de notre échantillonnage pour
certaines espéces, mais celui-ci nous semble néanmoins suffisant vu les résultats trés
contrastés obtenus : cette étude a permis de lever le doute sur le statut taxinomique
de lI'essentiel des espéces du complexe Neritina pulligera. En effet, nous pouvons

maintenant affirmer que les taxons nominaux N. stumpffi et N. knorri représentent des
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espéces valides différentes, qui se distinguent bien de N. pulligera, et que la premiére,
connue jusqu’ici dans I'océan Indien occidentale seulement, est aussi présente dans
'océan Pacifique, notamment en Nouvelle-Calédonie, a Guam, a Futuna et au Japon.
Cette différence était déja percue par le premier auteur (obs. pers.) et exprimée par
Backeljau et al. (1986) et Valade et al. (2007). De ce fait, la présence de N. pulligera
dans I'océan Indien occidental et en Afrique de I'est (Brown, 1994), ne semble pas
avérée. Nous pouvons également confirmer, avec Kano (2009), que N. petitii,
N. canalis, N. iris, N. asperulata, N. powisiana, sont des espéces valides différentes
de N. pulligera. En revanche, N. knorri et N. delestennei, différentiables
morphologiquement et génétiquement proches, devront faire I'objet d’études
complémentaires. Quant au taxon nominal N. asperulata, il est indiscutablement
différent de N. pulligera, mais semble désigner deux espéces, dont une cryptique, pour

lesquelles il faudra étudier les caractéres morphologiques permettant de les distinguer.

La phylogénie compléte du genre Neritina reste donc a faire, ce qui engendrera
probablement de nouvelles révisions taxinomiques. Pour ce faire, 'analyse d’un gene
nucléaire, en complément du COI, s’avére nécessaire. Ce géne pourrait étre celui de
'ATPS-a qui, en matiére de discrimination des espéces dans la famille des Neritidae,

serait plus efficace que le COI (Chee, 2015).
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2.6- Note complémentaire

Dans le cadre de cette étude, nous avons également fait une analyse par
inférence bayésienne du 28S. Mais l'arbre obtenu (Figure 7) étant non résolu, nous
n'en avons pas tenu compte dans l'article. |l apporte cependant quelques informations

intéressantes.

Neritina stumpffi (Figure 7C), avec ses échantillons du Pacifique et de I'océan
Indien, se détache clairement du reste, ce qui est en adéquation avec les résultats
obténus a partir du COI. Pour N. canalis (Figure 7B), une population polynésienne
semble se distinguer de celle de Futuna. Cela est également conforme a nos résultats
sur le COl et a I'étude réalisée par Crandall et al. (2010).
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Every species of animal has a certain area of distribution to which, as
a rule, it is permanently confined, although, no doubt, the limits of its range
fluctuate somewhat from year to year, and in some exceptional cases may be
considerably altered in a few years or centuries. Each species is moreover
usually limited to one continuous area, over the whole of which it is more or less
frequently to be met with, but there are many apparent and some real
exceptions to this rule. Some animals are so adapted to certain kinds of
country—as to forests or marshes, mountains or deserts—that they cannot,
permanently, live elsewhere. These may be found scattered over a wide area
in suitable spots only, but can hardly on that account be said to have several
distinct areas of distribution. (...) There are of course numerous instances in
which species occur in two or more islands, or in an island and continent, and
are thus rendered discontinuous by the sea.

Alfred Russel Wallace
Island life, 1880

1.- Introduction

Parmi les espéces supposées appartenir au complexe "Neritina pulligera”, deux
sont concernées par notre étude : N. stumpffi et N. canalis. Nous avons montré, dans
le chapitre précédent, qu'il s'agit d'espéces valides, différentes de N. pulligera (ss).
N. stumpffi a une distribution Indo-Pacifique alors que N. canalis se limite a I'océan

Pacifique.

L'étude de la répartition phylogéographique de N. stumpffi et de N. canalis nous
permettra de mieux comprendre les mécanismes qui gouvernent la dispersion larvaire
et les échanges génétiques entre populations, mais aussi de mettre en évidence
I'existence éventuelle de barriéres au flux de génes. La distribution géographique des
populations dépend, bien évidemment des capacités de dispersion des larves, mais
pas seulement. En effet, une étude récente (Alda et al., 2016) suggére que la
colonisation des écosystémes dulgaquicoles insulaires et I'expansion démographique
de la faune seraient essentiellement influencées par des contraintes écologiques et

stochastiques locales susceptibles de changer au cours de l'ontogenése de l'ile.
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2.- Importance de la biorégion Sud-ouest du
Pacifique

La phylogéographie de nombreux groupes biologiques, au niveau mondial, a
été fortement influencée par les glaciations du pliocéne et du pléistocéne (Crandall et
al., 2008). Dans les régions tropicales, I'Archipel Indo-Australien (AlIA) dans le Pcifique
du Sud-ouest, avec ses grands plateaux continentaux peu profonds, a été
particulierement impacté par les fluctuations du niveau de la mer, qui ont parfois
provoqué la fermeture de plusieurs détroits, dont ceux de la Sonde, de Torres et de
Malacca, notamment (voir Figure 2 du chapitre Introduction et Figure 1 de ce chapitre).
Ces fluctuations ont conduit a des pertes d'habitats et des extinctions cycliques locales
de populations, puis des recolonisations et, la configuration des archipels et
l'immensité de la région aidant, les spéciations ont été favorisées (Frey &
Vermeij, 2008 ; Crandall et al., 2008 ; Carpenter et al., 2011 ; de Bruyn et al. 2012 ;
Taillebois, 2013).

L'AIA a bénéficié de la fermeture de l'océan Téthys en s'enrichissant en
biodiversité (Bunje et Lindberg, 2007 ; Leprieur et al., 2016). Cela lui a permis, par la
suite, de jouer un réle central dans I'expansion ayant conduit a la biodiversité actuelle

dans I'ensemble de I'Indo-Pacifique (Cowman & Bellwood 2013).
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3.- Phylogéographie de deux espéces du genre
Neritina

Phylogéographie de Neritina stumpffi Boettger, 1890 et Neritina canalis
Sowerby, 1825 (Gastropoda, Cycloneritimorpha : Neritidae)

(en préparation pour soumission)

3.1- Introduction

La phylogéographie permet de mettre en évidence l'existence ou non de
barriéres aux flux de génes ou d’isolements géographiques (Avise et al., 1987 ; Avise,
1998). Ces barrieres peuvent étre physiques, physiologiques, écologiques ou
comportementales. Elles peuvent étre de plusieurs natures a la fois, comme c'est le
cas, par exemple, pour Nerita atramentosa, une des rares espéces de Neritidae,
autres que celles du genre Theodoxus, a s'étre adaptée au climat tempéré
(Ayre et al. 2009 ; Waters et al., 2005). Cette espéce montre une structure génétique
est-ouest au sud de I'Australie, de part et d'autre du promontoire de Wilson, qui
constitue une barriére physique paléogéographique. Sa distribution latitudinale au sud
de I'Australie et dans I'lle du Nord de la Nouvelle-Zélande est, en revanche, de nature
écologique car liée a la température (Waters et al.,, 2005). L'aptitude a pouvoir
disperser loin réduit le role de ces barriéres, et donc la structuration génétique des
populations ; et cela peut se faire passivement ou activement, par des moyens divers
et variés, impliquant 'hnomme ou non. Le vent, la mer et les animaux sont des agents
essentiels de cette dispersion. Certains moyens sont plus originaux que d'autres. C'est
le cas, par exemple, signalé par Wada et al. (2012), ou la prédation s'est avérée étre
un moyen de dispersion pour des gastéropodes capables de survivre dans le systéme
digestif des oiseaux prédateurs, jusqu'a leur évacuation avec les féces. Etre mangé
par un prédateur mobile pourrait éventuellement étre avantageux pour les animaux a

faible mobilité, a condition qu'ils puissent développer une résistance a la digestion.

De toute évidence, l'isolement géographique des iles océaniques joue en faveur
de la structuration génétique des populations de certains groupes biologiques. Charles
Darwin en a été fasciné en 1835, quand il a constaté les variations induites par
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l'isolement géographique, chez les oiseaux des Galapagos. Au niveau de la faune
terrestre, le cas d'un groupe a mobilité réduite comme les mollusques est encore plus
démonstratif. Dans l'océan Indien comme dans l'océan Pacifique, plusieurs iles et
archipels hébergent beaucoup d'espéces, voire de genres endémiques. Aux Comores,
par exemple, le genre Pseudelma composé de sept espéces de Streptaxidae y est
endémique (Abdou et al., 2008), de méme que 11 espéces de Charopidae (Muratov
et al., 2005). Dans le Pacifique, Abdou & Bouchet (2000) rapportent que la plus riche
radiation d'Endodontidae de toute la Polynésie était constituée de quatre genres, dont
trois endémiques et de 30 espéces endémiques, toutes éteintes, dans l'archipel des
Gambier. D'autres espéces endémiques d'Assimineidae et d'Euconulidae sont
malheureusement signalées éteintes dans cet archipel (Bouchet & Abdou, 2001,
2003). Gargominy (2008) a décrit un nouveau genre de Vertiginidae, endémique de

Tahiti, comprenant quatre espéces.

La situation est différente pour les gastéropodes aquatiques, marins et d'eau
douce, dont le potentiel dispersif dépend essentiellement du mode de développement.
Le développement direct semble étre favorisé dans les écosystémes dulgaquicoles
pour minimiser les pertes en aval (Holthuis, 1995 ; Crandall et al., 2010) alors que le
développement a larves planctoniques prédomine dans le milieu marin, surtout chez
les invertébrés tropicaux d'eau peu profonde (Vance, 1973). En raison de l'isolement,
et dans le cas des iles volcaniques, les systémes dulgaquicoles ne peuvent étre
colonisés que par des espéces diadromes (Feutry et al., 2012). Pour étre capables de
coloniser ces milieux insulaires d'eau douce, trés instables, les espéces diadromes
amphidromes, particulierement, dont la phase larvaire se déroule en mer durant
quelques mois, n'ont d'autre choix que de produire des larves planctotrophes,
capables de retarder leur métamorphose en mer (Crandall et al., 2010 ; Lord et al.,
2010, 2012 ; Abdou et al., 2015) jusqu’a trouver les habitats plus ou moins lointains
dans des riviéres propices a leur hébergement. En effet, le cycle vital amphidrome
consiste en une migration des larves, juste aprés éclosion, vers l'océan ou elles se
développent durant un temps variable selon les espéces, avant de se regrouper au
niveau des estuaires, de se métamorphoser en juvéniles, puis de migrer vers les
habitats adultes en amont (McDowall, 1992 ; Myers et al., 2000 ; Kano & Kase, 2003,
2004 ; McDowall, 2007 ; Kano, 2009 ; McDowall, 2010 ; Crandall et al., 2010 ;
Abdou et al., 2015).
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Plusieurs études génétiques a grandes échelles géographiques ont montré que
la persistance des populations diadromes dans les milieux insulaires d'eau douce
dépend des événements de colonisation, qui sont tributaires, notamment, de la
capacité de dispersion des especes, des distances entre les habitats et des courants
océaniques favorables (Crandall et al., 2010 ; Lord et al., 2012 ; Castelin et al., 2013 ;
Feutry et al. 2013). La durée de vie larvaire (DVL) de ces espéces varie de quelques
heures a une année environ pour les gastéropodes (Kano, 2006 ; Kano & Kase, 2008 ;
Castelin, 2010 ; Crandall et al., 2010), et elle contribue a la dispersion sur des
distances plus ou moins importantes. Un cas de dispersion marine, autre que par voie
larvaire pélagique, a été signalé par Kano et al. (2013). Ces auteurs ont en effet
observé, en Papouasie Nouvelle-Guinée, trois espéces estuariennes de Nérites, qui
ont survécu en mer sur du bois flotté et ont été transportées sur de longues distances.
lls en ont conclu que du bois flotté pourrait étre un vecteur de dispersion océanique
pour des espéces intertidales et de mangrove ayant développé une tolérance a la

salinité.

Dans un habitat donné, la connectivité entre les populations est donc régie
notamment par les capacités de dispersion des organismes et la présence ou non de
barriéres biogéographiques (Gaither et al., 2010). La plus grande barriere
Indo-Pacifique (BIP) connue (Gaither et al., 2010 ; Lord et al., 2012 ; Castelin et al.,
2013) est l'archipel indo-australien (AIA), qui a fortement impacté la distribution des
populations marines lors des glaciations du Pléistocene. En raison des fluctuations du
niveau de la mer pendant cette période, les détroits de Torres, de la Sonde et de
Malacca ont été fermés plusieurs fois (Voris, 2000 ; Crandall et al., 2008 ; Taillebois et
al., 2013), limitant ainsi la dispersion larvaire entre les deux océans (Figure 1). Une
autre barriere physique a probablement joué dans l'océan Indien, la Ride du 90° Est.
Cette chaine de montagnes sous-marines, qui s'étire sur plus de 5000 km entre les
iles Andaman au Nord et la dorsale sud-est indienne au Sud, pourrait avoir limité le
passage du poisson récifal Lutjanus kasmira, par exemple (Gaither et al., 2010), ainsi
que de nombreuses espéces de poissons diadromes (Keith, comm. pers.). L. kasmira
montre, en effet, une faible mais significative structure génétique entre le Pacifique et
I'océan Indien, mais reste cependant panmictique a travers les 12000 km allant de
Kiribati dans le Pacifique aux fles Cocos, situées entre I'lndonésie et la Ride 90° E,

dans l'océan Indien (Gaither et al., 2010).
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Figure 1 : Carte de la région Indo-australienne au Pléistocéne, lors du dernier
maximum glaciaire, il y a 17 000 ans environ. Le niveau de la mer était a 120 m en
dessous du niveau actuel. Les détroits de Malacca, de la Sonde et de Torres, par
exemple, étaient fermés. Ce niveau eustatique a varié de 120 m a 0 m durant le
Pléistocéne, avec toutes les profondeurs intermédiaires ayant chaque fois fermé ou
ouvert un passage. Réle de barriére filtrante de la BIP et probablement de la Ride du
90°E, une chaine de montagnes sous-marines de plus de 5000 km. Carte modifiée
d'apres Voris (2000).

Compte tenu des capacités dispersives et des éventuels obstacles a la
dispersion, la connectivité entre les populations d'une méme espéce peut étre
indirectement évaluée par I'étude de la structure génétique entre ces populations. La

distribution géographique des espéces est le reflet de cette connectivité.

Neritina stumpffi (Figure 2C-F) était une espéce de gastéropode Neritidae
amphidrome connue seulement de I'océan Indien occidental (Madagascar, Comores,
Seychelles) jusqu'a ce que Abdou et al. (soumis, voir chapitre 3) découvrent sa
présence dans le Pacifique (Japon, Guam, Nouvelle-Calédonie, Futuna). N. canalis
(Figure 2A, B) a une large répartition dans le Pacifique ouest (PO) et central (PC),
allant des Philippines aux iles Marquises (Pointier & Marquet, 1990 ; Haynes, 2001,
2005 ; Crandall et al., 2010). Ces deux espéces sont globalement semblables par la
forme et les couleurs externes de leurs coquilles. Celles-ci sont calciques et
recouvertes d'une couche organique de conchyoline, le périostracum, relativement

plus épaisse chez les espéces dulgaquicoles par rapport aux espéces marines
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(Eichhorst, 2016). C'est le périostracum qui confére sa couleur apparente a la coquille,
sa couleur et ses motifs réels étant produits par sa couche calcitique externe, qu'on
peut révéler par un traitement a I'eau de javel (Eichhorst, 2016). Les deux espéces ont
une coquille oblongue, de couleur marron a noir (Fig. 2). N. stumpffi se distingue de
N. canalis par un opercule noir, une cloison pariétale granuleuse, rouge a blanchétre.
La seconde possede, quant a elle, une cloison pariétale jaune orange a rouge
postérieurement et un « canal » entre le bord pariétal et la terminaison supérieure du

labre.

Figure 2 : Neritina canalis (A et B) et N. stumpffi (C a F). Les
échantillons sont présentés avec le périostracum (vue de ventrale de A,
E et vues ventrale et dorsale de F, haut) ou sans le périostracum (toutes
les autres vues) aprés un traitement a I'eau de javel, montrant ainsi les
motifs réels de la coquille, produits au niveau de la couche calcitique
externe. A : N. canalis (Mo'orea, 21,10 mm). B : N. canalis (Futuna, 19,86
mm). C : N. stumpffi (Futuna, 22,11 mm). D : N. stumpffi (Seychelles,
14,78 mm). E : N. stumpffi (Nouvelle-Calédonie, 17,18 mm). e : N.
stumpffi (méme station que E, 19,66 mm). F :. N. stumpffi (Comores,
20 mm).
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Conformément a I'étude de Kano (2006), la forme en "D" des opercules larvaires
de N. stumpffi et de N. canalis nous indique que ces especes produisent des larves
pélagiques planctotrophiques. Bien que donc assez largement réparties, ces deux

especes ont été peu étudiées.

L'objectif de notre travail est d'étudier la structuration génétique des populations
de ces deux espéces. Cette analyse dans leurs aires de distribution respectives nous
indiquera s'il existe ou non une rétention larvaire a un niveau local ou régional, ou s'il
y a un flux de génes sporadique ou continu a différentes échelles spatiales, entre les
différentes localités. Ce travail sera particulierement utile en vue de la gestion et la

conservation des espéces.

3.2- Matériel et méthodes

3.2.1- Echantillonnage et séquencage

La partie du géne mitochondrial codant pour la premiére sous-unité de la
cytochrome oxydase (COl) a été séquencée pour 58 spécimens, 34 de N. stumpffi et
24 de N. canalis (Tableau 1). Pour N. stumpffi (Figure 2 C a F), 28 échantillons sont
issus de l'océan Indien (25 des Comores et 3 des Seychelles) et 6 de I'océan Pacifique
(2 de Nouvelle-Calédonie, 2 du Japon, 1 de Futuna et 1 de Guam). Pour N. canalis
(Figure 2 A et B), 16 échantillons sont de Moorea, 1 de Tahiti, 5 de Futuna, 1 du
Vanuatu et 1 de Samoa. De plus, cing séquences ont été récupérées dans GenBank,
trois de N. stumpffi et deux de N. canalis (Kano, 2009). L'échantillonnage et le
séquencage ont été réalisés suivant le protocole décrit par Abdou et al. (soumis, voir

chapitre 3).

3.2.2- Analyse des données

Pour chacune des deux espéces nous avons défini deux groupes de localités :
océan Indien (Comores, Seychelles) et océan Pacifique (Japon, Guam, Nouvelle-
Calédonie, Futuna) pour N. stumpffi ; Pacifique ouest (PO) (Guam, Vanuatu, Samoa,
Futuna) et Pacifique central (PC) (Polynésie francgaise) pour N. canalis. Les indices de
diversité (tableaux 2 et 3) tels que le nombre d'haplotypes (nd), la diversité
haplotypique (h), qui mesure I'unicité d'un haplotype particulier dans une population

donnée et la diversité nucléotidique (1), qui mesure le nombre moyen de différences
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nucléotidiques par site entre paires de séquences, ont été estimés avec Arlequin
v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). La recherche d’haplotypes partagés par plusieurs
individus a été effectuée a I'aide du logiciel DnaSP v5.1 (Librado & Rozas, 2009). Pour
visualiser les relations généalogiques entre les haplotypes et leur répartition
géographique, des réseaux d’haplotypes ont été construits selon la méthode du
Median-Joining implémentée dans Network v4.6.1.4 (Bandelt et al. 1999), en utilisant
les paramétres par défaut.

Tableau 1 : Liste et localisation des échantillons ayant fait I'objet de I'analyse moléculaire. Le
numéro d’identification est indiqué pour les séquences prises dans GenBank.

Espéces indl:/ti)dus Localité Année ID GenBank
Neritina stumpffi 3 Ndzuwani, Comores 2005 En cours
Neritina stumpffi 2 Mwali, Comores 2005 En cours
Neritina stumpffi 2 Mwali, Comores 2008 En cours
Neritina stumpffi 14 Mwali, Comores 2013 En cours
Neritina stumpffi 1 Maore, Comores 2006 En cours
Neritina stumpffi 3 Maore, Comores 2014 En cours
Neritina stumpffi 3 Seychelles 2012 En cours
Neritina stumpffi 2 Nouvelle-Calédonie 2013 En cours
Neritina stumpffi 1 Futuna 2014 En cours
Neritina stumpffi 2 Okinawa, Japon AB477505

AB477506
Neritina stumpffi 1 Guam, Micronésie AB477507
Neritina canalis 1 Vanuatu 2006 AB477484
Neritina canalis 1 Samoa AB477485
Neritina canalis 5 Futuna 2014 En cours
Neritina canalis 1 Tahiti, Polynésie 2014 En cours
Neritina canalis 16 Moorea, Polynésie 2014 En cours

Total 58

Pour évaluer le niveau de structure génétique entre les différents groupes de
localités, l'indice de différenciation génétique Fst (Wright, 1951 ; 1978) a été estimé, a
partir d’'une analyse de variance/covariance moléculaire (AMOVA : Analysis of
MOlecular VAriance, Excoffier et al., 1992) implémentée dans le programme Arlequin

v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Le Fst est testé par rapport a une distribution
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théorique obtenue par 1000 jeux de données simulés par permutation des individus

entre les groupes prédéfinis

3.3- Résultats

Sur les 34 séquences de 609 pb du COI obtenues pour N. stumpffi, il y a eu 25
haplotypes et 56 (9 %) loci polymorphes (nsp). La diversité haplotypique (h) est tres
élevée avec la valeur maximale (1,000) dans l'océan Pacifique ; la diversité
nucléotidique est également élevée en étant supérieure a 5 dans les deux régions (voir
tableau 2). Le nombre d'échantillons étant trés faible pour la plupart des localités, le

Fsr n'a été calculé qu'entre les groupes de localités.

Tableau 2 : Indices de diversité de Neritina stumpffi : diversité
haplotypique (h), diversité nucléotidique (1r). ns est le nombre de
séquences, nh le nombre d'haplotypes et nsp le nombre de sites
polymorphes.

ns nh nsp h i

Océan Indien 28 19 41 |0,937|9,315

Océan Pacifique

6 6 15 1,000 | 5,200
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Figure 3 : Réseau d'haplotypes de Neritina stumpffi selon la méthode du median-joining. Les
cercles sont proportionnels a la fréquence des occurrences, le nombre de mutations est indiqué sur les
branches par des tirets

Le réseau d’haplotypes (Figure 3) montre deux entités génétiques trés
fortement structurées (Fsr = 0,28827 ; p = 0,01369), mais non superposables a la
répartition géographique. D’'un c6té nous avons tous les haplotypes des échantillons
issus du Pacifique (Japon, Guam, Nouvelle-Calédonie, Futuna) mélangés a 12 autres
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de I'océan Indien (11 des Comores et 1 des Seychelles), le tout autour d'un haplotype
de Nouvelle-Calédonie. De l'autre c6té, il n'y a que des échantillons de I'océan Indien.
Un des 25 haplotypes est partagé par sept échantillons des Comores (6 de Mwali, 1 de
Ndzuwani) et un autre est a la fois aux Comores et aux Seychelles. Par ailleurs, six
haplotypes représentant des échantilons des Comores, Seychelles,
Nouvelle-Calédonie, Guam et Futuna, émaneraient d’'un méme ancétre hypothétique

commun.

Tableau 3 : Indices de diversité de Neritina canalis : diversité
haplotipique (h), diversité nucléotidique (1r). ns est le nombre de
séquences, nh le nombre d'haplotypes et nsp le nombre de sites
polymorphes.

ns nh nsp h i

Pacifique ouest 7 7 19 | 1,000 | 6,000

Pacifique
central

17 15 19 0,985 | 3,515

@ Mo'orea
@ Tahiti
© Futuna
@ Vanuatu
® samoa

x Haplotype
hypothétique

HH

O X

Figure 4 : Réseau d'haplotypes de Neritina canalis selon la méthode du median-joining. Les
cercles sont proportionnels a la fréquence des occurrences, le nombre de mutations est indiqué sur
les branches par des tirets
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S'agissant de N. canalis (Figure 2 A et B), les 609 pb du géne COIl séquencées
pour 24 individus, ont donné 22 haplotypes, 38 (6 %) loci polymorphes, une diversité
haplotipique trés élevée (h = 1,00 dans le PO ; h = 0,99 dans le PC) et une diversité
nucléotidique relativement élevée (voir tableau 3). Le Fst estimé (0,24838) indique une
forte structuration génétique entre le PO et le PC (P = 0,00000). Ce résultat est
soutenu par le réseau d’haplotypes (Figure 4) qui montre deux principales entités
génétiques, géographiquement distribuées entre le PO (représenté par Samoa,
Vanuatu et Futuna) et le PC (représenté par Moorea et Tahiti). Les 17 échantillons du
PC sont représentés par 14 haplotypes enracinés sur un méme quinzieme, et les sept
du PO sont représentés par sept haplotypes différents, prenant racine sur un ancétre

commun hypothétique.

3.4- Discussion

D’aprés Page et al. (2013), la connectivité phylogéographique serait déterminée
par une combinaison de facteurs intrinséques biologiques (I'histoire de vie) et de
facteurs physiques extrinséques (courants / hydrographie). Ces facteurs étant
variables, ils garantissent le potentiel mais pas nécessairement le pouvoir de
dispersion. Pour sa part, Hansen (1980) met plutot en avant le réle de la tolérance
environnementale (espéces eurytopes vs sténotopes) comme facteur important pour
la dispersion a différentes échelles spatiales. Certaines espéces ayant des exigences
particulieres en matiere d’habitat, la spécificité de celui-ci et les exigences écologiques
du stade adulte peuvent étre déterminantes dans la répartition géographique des
populations (Resh et al., 1990, 1992 ; Liu & Resh, 1997 ; Crandall et al., 2008 ; Ayre
et al. 2009 ; White et al., 2010 ; Postaire et al., 2014 ; Abdou et al., 2015).
Alda et al. (2016) suggérent d'ailleurs que c'est bien I'écologie (les exigences
climatiques et/ou I'habitat) plutét que la géologie (I'age de lile) qui régit les

assemblages des communautés d'eau douce insulaires.

Les espéces amphidromes peuvent étre plus largement distribuées, et donc la
connectivité des populations plus grande, que de nombreuses espéces marines
(Crandall et al., 2010 ; Page et al., 2013) et cela peut s’expliquer, notamment, par leur
capacité a retarder leur métamorphose jusqu’a la rencontre d’'un habitat favorable
(Crandall et al.,, 2010 ; Lord et al.,, 2010 ; Abdou et al., 2015). En effet, le cycle
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amphidrome existe essentiellement dans les petites iles tropicales et sub-tropicales,
souvent jeunes et volcaniques, dans lesquelles les habitats d'eau douce sont tres
instables, et soumis a de fortes perturbations climatiques (McDowall, 2007, 2010).
Malgré les risques encourus et les difficultés subies (diéte, prédation, perte d'énergie,
osmorégulation, etc.) par ces espéces durant les deux migrations obligatoires,
I'amphidromie leur procure plus d'avantages que d'inconvénients en leur permettant
de se prémunir des perturbations et de préserver leur survie (McDowall, 2007, 2010 ;
Crandall et al., 2010 ; Lord et al., 2012 ; Abdou et al., 2015). La capacité a retarder la
métamorphose chez certaines espéces entraine une durée de vie larvaire (DVL)
relativement importante, mais celle-ci ne s’est pas toujours avérée étre un bon
prédicteur de I'ampleur de la dispersion. En effet plusieurs études sur différents
groupes biologiques dont le cycle vital intégre une dispersion larvaire marine, ont
montré I'absence de lien direct entre la DVL, d’'une part, la dispersion des larves et |la
connectivité génétique, d’autre part. En revanche, quasiment toutes ces études
évoquent le comportement larvaire comme jouant un role déterminant (Shanks et al.,
2003 ; Levin, 2006 ; Bowen et al., 2006 ; Jeffrey et al., 2007 ; Weersing & Toonen,
2009 ; Shanks, 2009 ; Lord et al., 2012), en particulier la migration verticale des
espéces dans la lame d’eau, la réponse aux signaux sensoriels, la flexibilité vis-a-vis

des conditions hydrologiques.

L'évolution du niveau eustatique de la mer au fil des temps géologiques est un
autre élément essentiel a la compréhension de la distribution des organismes
aquatiques et terrestres et a la connectivité de leurs populations, en particulier au sein
de l'archipel Indo-Australien (AlA), qui a constitué une barriére physique intermittente
ayant permis la formation de ponts reliant les systemes fluviaux au Pléistocéne (Voris,
2000 ; de Bruyn et al. 2012 ; figure 1). D'aprés Rijsdijk et al. (2014), certaines iles ont
vu leur taille réduite de plus de 50% depuis la période du dernier maximum glaciaire,
en raison de I'élévation du niveau de la mer. Cela a conduit a une perte importante de
I'habitat cétier et une augmentation significative de l'isolement par I'augmentation des
distances entre les iles. Durant les glaciations du Pléistocéne, la barriére indo-
pacifique (BIP) a joué un rdle de filtre aussi bien en son sein qu'entre le Pacifique et
I'Indien. Les exemples sont nombreux d'études ayant montré que, suivant des
processus complexes de dispersion, des espéces aquatiques Indo-Pacifiques ont pu
former ou non des populations distinctes, chez des gastéropodes (Frey & Vermeij,
2008 ; Crandall et al., 2008, 2010 ; Postaire et al., 2014 ; cette étude), des poissons
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(Gaither et al., 2010 ; Lord et al., 2012 ; Taillebois et al., 2013) ou des crustacés
(Castelin et al., 2013). Avec ses milliers d'iles, I'AIA, également appelé Triangle de
corail, est une des régions du monde les plus riches en biodiversité, dans laquelle les
changements eustatiques induits par les glaciations du Pléistocéne ont joué comme
des pompes a spéciation par vicariance (Frey & Vermeij, 2008 ; Carpenter et al., 2011 ;
de Bruyn et al. 2012). Mais si cette région constitue un haut lieu de la biodiversité
actuelle, c'est essentiellement en raison de I'éclatement de l'océan Téthys a
I'oligocéne/miocene, qui a provoqué une redistribution de taxons, y compris de la faune
d’eau douce (Bunje et Lindberg, 2007). En effet, le centre de la paléobiodiversité
marine tropicale se situait au sein de la Téthys (Cowman & Bellwood 2013 ; Leprieur
et al., 2016) jusqu'a sa migration vers le Triangle de corail au miocéne, a la faveur de
la fermeture de cet océan et a la délocalisation du bloc australien vers I'Asie du sud
(Cowman & Bellwood 2013 ; Postaire et al., 2014 ; Leprieur et al., 2016).

Dans le cas de N. stumpffi nous avons mis en évidence une trés forte structure
geénétique (Fsr = 0,28827) qui ne se superpose pas aux espaces géographiques
concernés et il existerait ainsi une barriére limitant la dispersion entre I'océan Pacifique
et 'océan Indien. Néanmoins, des échantillons des Comores et des Seychelles, issus
des mémes stations possédent des haplotypes différents, dont certains sont partagés
avec des iles du Pacifique. Des migrations ont donc eu lieu du Pacifique vers 'océan
Indien, méme si elles ont été limitées, mais les données en notre possession ne nous
permettent, pour I'instant, ni de les dater, ni de savoir s’ils ont été sporadiques ou
continus, méme si Carpenter et al. (2011) précisent que la plupart des diversifications
Indo-Pacifiques ont eu lieu aprés la collision, au cours du Miocéne, de la plaque
australienne avec les arcs insulaires dans le Pacifique, suite aux événements
tectoniques ayant conduit a la fermeture de I'océan Téthys. Cowman & Bellwood
(2013) précisent que la biodiversité actuelle de I'océan Indien est essentiellement
issue de I'AlA, qui alimente cette région depuis le miocéne, la cladogenése locale ne
contribuant que modérément a cette richesse. L'hypothése de cette migration dans le
sens Pacifique vers I'Indien est aussi soutenue par les indices de diversité génétique.
En effet, la diversité haplotypique maximale (h = 1,00) dans l'océan Pacifique est en
faveur d'une origine Pacifique de cette espéce. Par ailleurs, selon l'arbre
phylogénétique du genre Neritina issue d'une analyse par inférence bayésienne
réalisée par Abdou et al. (soumis, voir chapitre 3), le plus récent ancétre commun de
N. stumpffi serait situé dans le Pacifique.
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A ce jour, N. stumpffi n’est signalée, dans l'océan Indien, qu’a Madagascar, aux
Comores et aux Seychelles (Starmihlner, 1983). Son absence aux Mascareignes
(Griffiths & Florens, 2006) peut probablement étre expliquée par la circulation des
courants océaniques (Figure 5) et/ou un comportement particulier de I'espeéce, le
transport des larves vers I'habitat d'implantation approprié, pouvant étre influencé par
l'interaction de facteurs biophysiques et comportementaux, notamment (Weersing &
Toonen, 2009). Ces courants océaniques expliqueraient aussi le sens de migration,

méme si elle est limitée, entre 'océan Pacifique et 'océan Indien.

5 g wé?., | Seychell
r ‘"”1«’ ychelles
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Figure 5: Circulation des courants océanique dans le Sud-ouest de I'océan Indien. Schéma basé
sur les études de Guyomard et al. (2006) et Pous et al., (2010)

En effet, la connexion marine entre I'océan Pacifique et le sud-ouest de 'océan
Indien (SOOI) est essentiellement assurée par le courant sud-équatorial (CSE), qui
passe par un couloir délimité par le nord de I'Australie et le sud de I'lndonésie, entre
10°S et 20°S. La circulation du CSE dans le SOOI (Figure 5) a été expliquée par
Guyomard et al. (2006) et modélisée en 3D par Pous et al. (2010). Ces derniers ont

reproduit les voies possibles de migration des larves, en tenant compte notamment
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des courants, de la température, de la salinité. Il apparait que ce courant se divise en
deux au niveau de Madagascar, aprés avoir traversé le plateau des Mascareignes,
entre Carcados Carajos et Ile Maurice. I donne naissance au courant sud-est
malgache (CSEM) vers le sud, rejoignant le systéme du courant des Aiguilles, et au
courant nord-est malgache (CNEM) (Figure 5). Les simulations réalisées ont montré
que lI'essentiel des particules atteignant les Comores sont transportées par le flux nord
du CSE, passant entre le banc de Saya de Malha et le banc de Nazareth, avant de
rejoindre le CNEM au niveau du cap dAmbre au nord de Madagascar (Pous et
al.,, 2010). Le CNEM continue ensuite vers la cote est-africaine, au nord du
Mozambique, ou il alimente le courant cbtier est-africain (Guyomard et al., 2006). Cette
voie de migration directe, par le nord du CSE entre 10°S et 14°S, serait plus courte et
sans doute plus rapide pour les larves des especes diadromes, les courants y étant
plus intenses. C’est ce que suggerent Castelin et al. (2013), dans leur étude sur la
phylogéographie de la crevette amphidrome Macrobrachium lar, qui trouvent des
résultats similaires aux nétres. lls expliquent ainsi I'existence d’haplotypes partagés
entre des échantillons du Pacifique ouest (Indonésie, fles Caroline, Nouvelle-
Calédonie, Vanuatu, Fidji et Futuna) et des échantillons du nord du SOOI (Comores
et Seychelles), alors qu’ils observent au sein méme de cette zone une forte rupture
phylogénétique entre les échantillons de Madagascar, Maurice et La réunion, d’une
part et ceux des Comores et des Seychelles d’autre part. Lord et al. (2012) ont trouvé
aussi pour le téléostéen amphidrome Sicyopterus lagocephalus, une forte structuration
géographique entre la Polynésie frangaise et le Pacifique Ouest (PO), de méme
gu’entre le PO et 'océan Indien. Il s'agirait probablement d'un phénomene d'isolement
par la distance. Par ailleurs cette espéce, absente a Madagascar et aux Seychelles,
serait panmictique dans les archipels des Comores et des Mascareignes (Keith et al.,
2005 ; Hoareau et al., 2007 ; Lord et al., 2012), avec toutefois une légére mais
significative structure génétique au sein des Comores, pouvant s'expliquer soit par un
goulot d'étranglement récent, soit par la position de ce territoire en périphérie de l'aire
de distribution de l'espéce (Hoareau et al., 2007). Une situation semblable a été
observée par Feutry et al. (2013) chez Kuhlia rupestris, un téléostéen catadrome
Indo-Pacifique. Une population panmictique du SOOI vit en sympatrie avec une autre

population exclusivement des Comores.

Selon les résultats de ces études et le schéma observé pour N. stumpffi on peut
donc raisonnablement émettre I'hypothése que les larves pourraient emprunter du
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Pacifique la route migratoire du nord de I'océan Indien, passant entre Saya de Malha
et Nazareth, puisque nous avons trouvé aux Comores et aux Seychelles des
haplotypes du Pacifique. Cette hypothése est renforcée par I'absence de cette espéce
dans les Mascareignes (Griffiths & Florens, 2006), et par le fait que sa présence a
Madagascar est essentiellement signalée a Nossy Bé et Nossy Komba
(Boettger, 1890 ; Starmuhlner, 1983), au nord-ouest de I'ile, a hauteur des Comores.
Notons cependant que si le r6le majeur des courants océaniques dans la structuration
geénétique des populations est incontestable (White et al., 2010 ; Pages et al., 2013),
il existe plusieurs cas montrant qu'a une plus grande échelle géographique, des
especes, parfois proches, subissant les mémes courants océaniques, empruntent des
routes de migration différentes, puisque les traits de vie particuliers des espéces
interviennent, comme par exemple la profondeur a laquelle elles circulent. Le cas des
gastéropodes amphidromes Neritina canalis et Neripteron dilatatum (Crandall et al.,
2010), des gastéropodes marins Nerita plicata et N. albicilla (Crandall et al., 2008) ou
celui des poissons téléostéens récifaux Lutjanus kasmira et L. fulvus (Gaither et al.,

2010), illustrent bien ce phénomeéne.

La forte structuration génétique de N. canalis (Fst = 0,24838) que nous avons
observée entre le PO et le Pacifique central (PC), est conforme aux résultats obtenus
dans I'étude réalisée par Crandall et al. (2010) sur cette méme espece, et nous
n‘avons pas trouvé d’haplotype du PO dans le PC et réciproquement. Ceci indique
gu’il existe une barriére a la dispersion marquée entre ces deux zones. L’existence de
cette barriére entre le PC, la Polynésie en particulier, et le PO, a été également trouvée
pour deux espéces amphidromes a trés large répartition Indo-Pacifique, I'une d’'un
poisson gobie (Sicyopterus lagocephalus) (Keith et al., 2005 ; Lord et al., 2012) et
I'autre d’une crevette (Macrobrachium lar) (Castelin et al., 2013). Cet isolement serait
dd a une combinaison complexe d’obstacles géographique, biogéographique ou
écologique de la zone. Crandall et al. (2010) ont, en outre, montré I'absence de
structure géographique au sein et entre trois archipels du PO (Vanuatu, Fidji et
Samoa), sur une étendue de plus de 2000 km, prouvant ainsi la grande capacité de
cette espéce a retarder la métamorphose. Dans I'’étude de Crandall et al. (2010), une
autre espéce de Nérite, Neripteron dilatatum, ne montre aucune structure génétique a
I'échelle de plusieurs milliers de kilométres, allant du Pacifique ouest aux iles de la
Société et aux Marquises montrant aussi la perméabilité de la barriere précédente
dans le cas de cette espéce. Cela peut s’expliquer par des traits de vie différents, par
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exemple par une trés longue durée de vie larvaire (DVL) ou par un phénoméne
d’extinction suivi de recolonisation. Selon Crandall et al. (2012), la connexion entre le
Pacifique central et le Pacifique ouest dans ce cas, et donc le flux génétique entre ces
deux biozones, se ferait essentiellement lors des variations des courants océaniques,
dues a des évenements climatiques de grande ampleur, El Nifio et La Nifia, ayant
cours périodiguement dans cette région, et connus sous le nom de « El Nifio Southern
Oscillation » (ENSO).

De la reconstruction phylogénétique par inférence bayésienne réalisée dans le
chapitre 3, il apparait que le plus récent ancétre commun de N. canalis se trouverait

dans le PO. L'espéce se serait donc répandue secondairement vers le PC.

Il apparait clairement que I'étude de la dispersion et de la connectivité sont essentielles
a la gestion durable des ressources naturelles aquatiques marines et dulgaquicoles,
et que les protocoles de gestion doivent nécessairement tenir compte des voies de
dispersion (Wilson et al., 2016). Maintenant que la répartition géographique de ces
especes est relativement mieux connue, il est souhaitable que, dans une perspective
de gestion et de conservation, des études plus approfondies soient réalisées, surtout
pour N. stumpffi, a des échelles locales et/ou régionales. L'anthropisation croissante
des milieux aquatiques insulaires pouvant impacter négativement le cycle vital de ces
espéces, une connaissance fine de leurs habitats aidera a les préserver, sachant bien
evidemment que la condition principale reste le maintien d'un corridor écologique
continu et permanent entre l'océan et les habitats dulgaquicoles (Keith, 2003 ;
Abdou et al., 2015).

3.5- Conclusion

Notre étude confirme l'existence de deux barriéres biogéographiques filtrantes
régulant la circulation des larves de Nérites au sein de I'lndo-Pacifique au cours du
temps. La premiére entre le PO et le PC, ce que d'autres études avaient déja signalé
chez des gastéropodes (Crandall et al., 2010, 2012), des crustacés (Castelin et al.,
2013), des poissons amphidromes (Lord et al., 2012) ou méme des poissons récifaux
(Gaither et al., 2010). La deuxieme entre I'océan Indien et le Pacifique, également

signalé pour d’autres groupes.
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Notre étude confirme également le fait que la BIP a été plus ou moins
perméable selon les espéces (Carpenter et al.,, 2011). Ce qui est le cas des deux
espéeces étudiées ici, dont I'une, N. stumpffi, a une répartition Indo-Pacifique, alors que
l'autre, N. canalis, est limitée a l'océan Pacifique. Les épisodes glaciaires du
Pléistocéne semblent avoir joué un réle déterminant dans la phylogéographie de la
région Indo-Pacifique, en raison des variations eustatiques induites (Crandall et al.,
2008 ; Gaither et al., 2010 ; de Bruyn et al. 2012). La phylogéographie de N. stumpffi
nécessite des études complémentaires, avec une augmentation de I'échantillonnage
aussi bien pour le nombre des échantillons que pour celui des localités
échantillonnées, dans le Pacifique comme dans l'océan Indien. Il serait aussi
intéressant de pouvoir dater les évenements et d’évaluer I'importance des flux

geniques.
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CHAPITRE 5- L'OPERCULE, VERS UN OUTIL
MULTIUSAGE
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The nerite operculum is an engineering marvel with a complex structure
unlike other gastropod opercula. (...) The operculum is extremely useful in
identification of neritid shells. It will always indicate genus, usually subgenus if
there is one, and sometimes even the species.

Thomas E. Eichhorst
Neritidae of the world, 2016

1.- Introduction

L’utilisation de proxys pour reconstruire les migrations des espéces diadromes
a émergé depuis un certain temps (Lecomte-Finiger, 1992 ; Secor et al., 1995 ;
Tsukamoto & Arai, 2001). La présence de stries d'accroissement, saisonniéres ou
journaliéres, dans certaines structures carbonatées (otolithes, coquilles, opercules)
issues d’organismes aquatiques (poissons, mollusques) permet d’obtenir des
informations sur le comportement larvaire et adulte, 'age individuel ou encore le taux
de croissance de ces organismes. Des marquages vitaux ont été réalisés a cet effet
sur des opercules de gastéropodes marins (Sire & Bonnet, 1984 ; Villiers & Sire, 1985).
Chez les Neritidae réputées diadromes, la composition de I'opercule a été peu étudiée
et aucune étude microchimique pour rechercher des marqueurs environnementaux n'a

été réalisée. C'est pourquoi nous avons entamé une étude préliminaire dans ce sens.

2.- Importance de I'opercule

De par ses éléments constitutifs, sa composition (minérale et organique) et sa
disposition, I'opercule est une piéce essentielle dans la taxinomie des gastéropodes
néritimorphes. La composition minérale peut étre, selon les familles, entiérement
calcitique, calcitique et aragonitique ou, le plus souvent, totalement aragonitique et
formée de plusieurs couches (Suzuki et al., 1991 ; Sasaki, 2001 ; Eichhorst, 2016).
D'aprés ces auteurs, les couches minérales seraient a 100% aragonitiques et au
nombre de deux chez les espéces de nérites d’eau douce et saumatre, trois chez les
espéces marines. La présence ou non d’apophyse(s) ainsi que la morphologie des

empreintes musculaires sont aussi diagnostiques.
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Au sein de la famille des Neritidae, la complexité de la structure de I'opercule
peut étre utilisée pour l'identification de genres, voire méme d’espéces (Eichhorst,
2016), sachant que la structure et la couleur de cette piece sont généralement stables
au sein d’'une méme espece. La disposition et la couverture de la couche cornée, par
rapport aux couches minérales, varient en fonction de I'environnement. La couche
cornée s’intercale entre la couche minérale externe et les deux autres couches
internes chez les espéces marines ; elle couvre partiellement la face externe de
'opercule calcaire en le dépassant le long du bord externe, chez les espéces d’eau
saumatre ; chez les espéces dulgaquicoles enfin, deux enveloppes cornées couvrent
les deux faces de l'opercule et se rejoignent le long du bord labial pour former une
extension membraneuse, jouant un réle dans I'hermétisation de la fermeture de la

coquille.

Selon Eichhorst (2016), la croissance de l'opercule, y compris des apophyses,
se ferait par ajout de couches spirales le long du bord interne imbriqué dans la

gouttiere operculaire au niveau du pied du gastéropode (Figure 1).

Bord externe

Bord interne

Figure 1 : Croissance de I'opercule. Modifié d'aprés Eichhorst (2016).

L'objectif de notre étude a été d'analyser, a l'aide de différentes techniques
complémentaires, la composition de l'opercule et la disposition de ses éléments
constitutifs. Nous avons aussi testé, dans le cadre de cette étude préliminaire, le
caractere diadrome de certaines espéces. En particulier, nous avons analysé le
rapport Strontium-Calcium (Sr/Ca) et Strontium-Barium (Sr/Ba) sur l'opercule adulte et

l'opercule larvaire par couplage ablation-laser/spectrométre de masse (LA-ICP-MS).

139




Chapitre 5 : Sclérochronologie

Composition et croissance spatio-temporelle de I'opercule des nérites

dulgcaquicoles

(Article en préparation)

2.1- Introduction

Dans les rivieres des systémes insulaires tropicaux, le cycle biologique observé
chez les espéces est en majorité 'amphidromie (McDowall, 2007, 2010 ; Crandall et
al., 2010 ; Abdou et al., 2015). Au cours de ce cycle diadrome, les individus se
reproduisent en eau douce. A I'éclosion les larves dévalent les riviéres pour rejoindre
la mer ou elles séjournent pendant un temps variable en fonction des espéces avant
de se regrouper a I'embouchure des rivieres, se métamorphoser et coloniser les
habitats dulgaquicoles (Keith, 2003 ; Kano & Kase, 2003 ; Maeda et al., 2007 ; lida et
al., 2008 ; Kano et al., 2011 ; Gorbach et al., 2012 ; Abdou et al., 2015). La phase
larvaire marine est la clef de la dispersion de ces espéces insulaires. Ce cycle
biologique a été validé chez de nombreuses espéces de poissons (Elsdon &
Gillanders, 2005 ; Tabouret et al., 2010, 2011 ; Lord et al., 2011 ; Feutry et al., 2011,
2012) grace a I'analyse de la composition élémentaire des otolithes. Ces structures
situées dans l'oreille interne des poissons, sont constituées d'une succession de
dépbts de carbonate de calcium qui se forment au cours de la croissance de I'individu.
Au moment de leur précipitation, ces dépbts integrent un certain nombre d’éléments
chimiques caractéristiques de I'environnement de vie et/ou du régime alimentaire de
l'individu (Campana, 1999). Parmi ces éléments chimiques, le strontium (Sr) et le
baryum (Ba) sont particulierement utilisés pour distinguer les environnements d’eau
douce des environnements saumatres ou salés, et ainsi retracer les traits d’histoire de
vie des espéces diadromes (Elsdon & Gillanders, 2002 ; 2003a ; 2003b ; Arai & Hirata,
2006 ; Tabouret et al., 2010 ; 2011 ; Lord et al., 2011 ; Feutry et al., 2011, 2012). De
fortes concentrations en strontium indiquent en général un environnement salé tandis

que de trés faibles concentrations indiquent des eaux douces (Brown & Severin, 2009).
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Dans certains milieux le comportement inverse est observé pour le baryum
(Tabouret et al., 2010 ; Lord et al., 2011 ; Feutry et al., 2011, 2012).

Certains mollusques présentent des piéces analogues aux otolithes des
poissons, les statolithes, contenus dans les statocystes, organes de I'équilibre situés
a proximité des ganglions pédieux. Des dépobts cycliques, composés d’aragonite, ont
été observés dans ces piéces et ont été utilisés pour l'estimation de I'age de
gastéropodes marins (Grana-Raffucci & Appeldoorn, 1997 ; Barroso et al., 2005 ;
Richardson et al., 2005a, 2005b ; Chatzinikolaou & Richardson, 2007) et de
céphalopodes (Jackson & Moltschaniwskyj, 1999, 2001 ; Bettencourt & Guerra, 2001),
ou encore pour étudier les changements ontogéniques (Richardson, 2001). Selon
Zacherl et al. (2003a, 2003b) et Zacherl (2005), la composition élémentaire des
statolithes, en particulier le rapport Sr/Ca et Ba/Ca, pourrait permettre de retracer les
origines natales de gastéropodes marins tels que Concholepas concholepas
(Bruguiére, 1789) ou Kelletia kelletii (Forbes, 1852) et d’étudier les processus de
dispersion larvaire. Cependant, ces statolithes ne sont pas présents chez tous les

gastéropodes.

Les gastéropodes néritiformes possédent deux autres piéces, peu ou pas
exploitées, présentant un potentiel pour étudier les traits d’histoire de vie: la
protoconque et I'opercule. La coquille étant exposée a I'érosion biotique et abiotique,
certaines zones d’intérét, dont I'apex, sont érodées au cours de la vie de l'individu et
rendues ainsi inexploitables (Kano, 2006). L’'opercule est une structure carbonatée
et/ou cornée selon les especes (Checa & Jiménez-Jiménez, 1998). La plupart des
membres des Neritimorpha aquatiques développent un opercule présent tout au long
de l'ontogénése (embryon, larve, imago) et qui grandit avec I'animal sous la forme
d’'une succession de dépdts calcifiés autour d'un nucléus (Kano, 2006 ;
Abdou et al., 2013). Ce nucléus (Figure 2), clairement visible, représente I'opercule
larvaire et permet d'inférer le mode de développement de I'animal (Kano, 2006). Selon
cet auteur, le noyau de l'opercule est relativement bien préservé de I'érosion chez les
Neritimorpha, et sa morphologie refléte les premiers stades de I'ontogenese. Chez les
especes a développement planctotrophique, ce nucléus en forme de "D", formé avant
la métamorphose, est composé d'un opercule embryonnaire, formé avant I'éclosion,

et de plusieurs couches spirales élaborées pendant la phase larvaire.
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Opercule
larvaire

Opercule
embryonnaire

Nucléus

Direction of
growth

Figure 2 : Opercule d'une nérite avec schémas d'interprétation. Le noyau en forme de
"D" est caractéristique des espéces alarves planctotrophes. eo : opercule embryonnaire,
nd : diamétre du nucléus, nu : nucléus, op : opercule. Modifié d'aprés Kano (2006).

Des marques de croissance réguliéres sont visibles a la surface de I'opercule
et ont permis de faire une estimation de I'age chez certaines espéces (Sire & Bonnet,
1984 ; Santarelli & Gros, 1985 ; Villiers & Sire, 1985 ; Richardson et al., 2005a)
appartenant essentiellement aux familles Haliotidae, Buccinidae, Naticidae,
Turbinidae. L’opercule représente donc une archive potentielle pouvant permettre
d’accéder a des informations essentielles pour la compréhension du cycle de vie chez
les nérites. Pour autant, les données issues d’opercules de nérites sont rares voire

inexistantes.

L’objectif de notre étude était d'étudier la structure minéralogique de l'opercule
des nérites, d'utiliser un marquage vital et d’analyser sa composition élémentaire par
ablation laser et spectrométrie de masse a plasma induit (LA-ICPMS) afin (1) de
comprendre de quoi il est fait, (2) de comprendre comment se déroule sa croissance
tridimentionnelle et (3) de voir s'il peut apporter des éléments supplémentaires a la
connaissance de I'amphidromie, par la recherche de marqueurs de l'environnement

marin traversé et valider ainsi son utilisation comme archive environnementale.

2.2- Matériels et méthodes

Les échantillons appartiennent a différentes espéces de nérites et proviennent
de différentes localités en fonction des techniques employées (Tableau 1). Plusieurs
protocoles de marquage vital ont été testés pour la premiére fois sur des nérites aux

fins d’estimer une échelle temporelle de croissance, et une analyse microchimique
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(ICPMS) a été reéalisée sur des échantillons de certaines espéces des genres Clithon

et Neritina.

Tableau 1: Techniques et échantillons traités

Techniques Especes ; Nb.' Provenance
échantillons
MEB Neritina knorri 1 Comores (Mayotte)
Spectrométrie IR Neritina canalis 4 Polynésie frangaise
(Moorea)
Spectrometrie Raman | Neritina canalis 1 Polynésie francaise
(Moorea)
Mgrqgage vital Neritina canalis 80 Polynésie francaise
Alizarine (Moorea)
Marquage vital . . Polynésie francaise
MnCl, Neritina canalis 100 (Moorea)
Neritina stumpffi 1 Comores (Mohéli)
Neritina stumpffi 1 Comores (Anjouan)
Neritina stumpffi 1 Comores (Mayotte)
Neritina knorri 2 Comores (Mayotte)
Microchimie Clithon spiniperda 2 Comores (Anjouan)
(Laser femtoseconde) | Clithon comorensis 2 Comores (Mohéli)
Neritina petiti 1 Nouvelle-Calédonie
Neritina petitii 1 Fidji
Neritina canalis 1 Polynésie frangaise
(Tahiti)

2.2.1- Etude de la structure minéralogique de I’'opercule

2.2.1.1- Microscopie électronique

Afin de mettre en évidence la structure de I'opercule une coupe sagittale d'opercule a

été observée a l'aide d'un microscope électronique a balayage (MEB) Jeol JSM-840A

fonctionnant a 15 kV, aprés avoir été recouverte d'une pellicule d'or, au Service

Commun de Microscopie Electronique, MNHN, Paris, France.
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2.2.1.2- Microscopie de fluorescence

Les coupes des opercules marqués a l'alizarine ont été observés en microscopie a
fluorescence en lumiere ultraviolette, afin de capter la fluorescence spécifique émise
par l'alizarine (Panfili et al., 2002), permettant de localiser les tissus calcifiés avant,
pendant et aprés le marquage vital (Sire, 1984 ; Sire & Bonnet, 1984). Les acquisitions
ont été effectuées sur un microscope a champ large inversé a épifluorescence
(Nikon TE300) équipé d’une source de lumiére aux halogénures métalliques (lampe a
arc a vapeur de mercure) et de filtres Semrock pour I'excitation et I'émission.
L’acquisition a été réalisée avec une camera CCD cool snap HQ Photometrics et a

I'aide du logiciel Metamorph.

2.2.1.3- Cathodoluminescence

Les opercules marqués au MnClz, préparés sous forme de lames minces, ont été
observés sous cathodoluminescence (CL) en utilisant un microscope optique Nikon
(obj x3,5, x5 et x20) couplé a une cathode froide (cathodyne-OPEA, 12-20 keV et 200
a 400 yA mm2, sous une pression de 0,06 Torr). L'acquisition d'images s'est faite par
procédé numérique (boitier reflex Nikon D70). En raison de problémes techniques,
nous n’avons pas pu procéder a toutes les manipulations nécessaires pour la
localisation des couches calcifiées formées entre les marquages. Nos observations se
sont donc limitées a une vue générale de la couleur luminescente émise par

I'échantillon marqué.

2.2.1.4- Spectroscopie infrarouge

La composition minéralogique des opercules a été étudiée par spectroscopie a
infrarouge (IR) et spectroscopie Raman. L’analyse spectrométrique en infrarouge (IR)
a été effectuée en déconvolution par transformée de Fourrier (FTIR), aprés acquisition
des spectres sur un spectrophotomeétre brucker-vector 22 équipé d’un systéme de
réflexion totale atténuée (ATR) a enclume en diamant, sur des coupes planes
d’opercules, positionnées perpendiculairement au faisceau sur la platine du
microscope. L’acquisition a été faite dans la fenétre de résolution 4000-600 cm™', avec

une accumulation de 32 scans.
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2.2.1.5- Spectroscopie Raman

Les spectres Raman ont été obtenus avec un spectrométre Horiba Jobin Yvon
LabRam HR 800. La diffusion Raman a été collectée via un microscope Olympus
equipé d'un objectif 50x, avec un spot laser d'environ 3 pym. La longueur d'onde
d'excitation de 532 nm a été sélectionnée a partir d'un laser Ar+ (Innova 90C, Coherent
Inc.). La puissance du laser était de 2 a 3 mW, mesurée par un potentiomeétre situé a
la sortie du microscope. Le temps d'exposition était court, 3x10 sec, afin de préserver
au mieux I'échantillon d'éventuelles transformations du polymorphe du minéral étudié.
Les spectres obtenus ont une résolution de 2 cm™, le temps d'enregistrement

consistant en trois accumulations de 10 secondes.

2.2.2- Marquage vital
Le marquage vital a été réalisé du 10/02 au 28/03/2014 au Centre de Recherche

Insulaire et Observatoire de I'Environnement (CRIOBE), a Moorea en Polynésie
francaise, sur 180 individus vivants (juvéniles, subadultes et adultes) de Neritina
canalis, prélevés dans les rivieres Opunohu (17.52338°S, 149.85037°W) et Papeare
(17.52008°S, 149.78279°W). Nous avons utilisé deux fluorochromes, marqueurs
chimiques non toxiques qui se fixent in vivo sur les tissus en cours de minéralisation :
le chlorure de manganése (MnCl2) et l'alizarine (C14HsO4 sous forme quinonique). Le
MnCl2 a déja été utilisé efficacement pour des bivalves (Lartaud et al., 2010 ; Mahé et
al., 2010) et des gastéropodes marins (Hawkes et al., 1996 ; Auzoux-Bordenave et

al., 2015) ; l'alizarine est considérée comme un bon fluorochrome vital pour les
gastéropodes (Sire, 1984 ; Sire & Bonnet, 1984). L'incorporation dans l'opercule se
fait différemment selon le marqueur. Pour le manganése les ions Mn?* se substituent
aux Ca?* dans le réseau cristallin du carbonate (CaCOs3) alors que l'alizarine est
incorporée dans les structures de carbonate de calcium en croissance en se fixant au
calcium par un processus de chélation. Cette réaction permet la formation de rouge
alizarine S-Calcium, composé biréfringent dont les dépbts apparaissent en rouge en
microscopie optique et fluorescent en lumiére UV (250-300 nm). Le marquage a été
fait par balnéation, a l'extérieur et a température ambiante, méthode facile a réaliser
et moins traumatisante que l'injection pour les animaux (Sire & Bonnet, 1984 ; Villiers
& Sire, 1985). Le dispositif expérimental consistait en des bacs faisant office
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d'aquariums dans lesquels ont été installés des bulleurs permettant de mieux oxygéner
l'eau (Figure 6, chapitre 1). Les cailloux et I'eau utilisés provenaient de la riviére
Opunohu. 100 échantillons ont été marqués au MnClz2 (Sigma-Aldrich, lot
#SLBD1661V) et 80 a l'alizarine (Alizarin Red S, lot #030M1776V, de Sigma-Aldrich).

Le marquage au MnCl2 a été réalisé suivant deux protocoles (Figure 3). Pour le
premier protocole, 40 spécimens ont été incubés dans chacun des deux bacs
contenant une solution de chlorure de manganése tétrahydraté (MnCl2, 4H20) a 90
mg/l, respectivement pendant 24h et 48h. A l'issue de ce délai I'eau a été totalement
changée. Dix spécimens de chaque bac ont été sacrifiés 10 jours aprés le marquage.
Un nouveau marquage de 24h et 48h a été reéalisé, respectivement 15 jours et 13 jours
apres le premier et dans les mémes conditions. Juste avant ce deuxieme marquage,
10 individus de chaque bac ont été sacrifiés. Les derniers spécimens ont été sacrifiés
15 jours et 29 jours aprées ce deuxieéme marquage, a raison de 10 a chaque fois. Les
individus sacrifiés ont été conservés dans de I'éthanol pur. Le deuxiéme protocole
concerne deux autres bacs dans lesquels l'incubation a duré 4h et 2h dans une
préparation a 90 mg/l et 120 mg/l respectivement. Le sacrifice des 10 spécimens par

bac a eu lieu 30 jours apres le marquage.

Le marquage a l'alizarine a été réalisé dans les mémes conditions que celui du
protocole 1 du MnClz, pour une solution a 50 mg/l dans les deux bacs, et une durée
d'incubation de 24h et 36h (Figure 4). Les deuxiémes marquages de 24h et 36h ont
été respectivement réalisés 14 jours et 13 jours aprés les premiers. Les individus

sacrifiés ont été également conservés dans I'éthanol pur.
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Protocole 1
Sacrifice: 10 spms
10
BAC 1 oomgl B crangement ¢ 151 5 Secrfice:10spms
(Aquarium) 40 spms del’eau
15]j
Nouveau 2N 15j Sacrifice: 10 spms
Changement J
Marquage mm——3 | I’egau —>
29
Sacrifice:10 spms
10] Sacrifice : 10 spms
BAC 2 90mg/| m e ——13—1} Sacrifice: 10 spms
(Aquarium) 40 spms de l'eau
13
Nativead m Changement 15  Sacrifice: 10 spms
marquage _>de I'eau
29
Sacrifice : 10 spms
Protocole 2
BAC 1 90mg/l 4h Changement 30j "
10 spms de l'eau » Sacrifice
BAC 2 ] J 2h Changement 30j :
10 spms — de l'eau ——  Sacrifice

Figure 3 : Protocoles de marquage vital au MnCl,
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Sacrifice:10 spms

10
BAC 1 50mg/l 24h Changement 14 j Sacrifice:10 spms
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14
Nouveau EHR 15i Sacrifice: 10 spms
Changement J
marquage _)del’egau
29j
Sacrifice:10 spms
10j Sacrifice : 10 spms
36h 13
BAC 2 20mg/l Char;mgement -———]> Sacrifice: 10 spms
de l'eau

(Aquarium) 40 spms
13
Nouveau  [Eldlj Changement 15] Sacrifice: 10 spms
Marquage me——3 | oo
29

Sacrifice : 10 spms

Figure 4 : Protocoles de marquage vital a l'alizarine

2.2.3- Préparation des échantillons

Les opercules ont été soigneusement détachés de I'animal, nettoyés a l'eau
ultrapure et par ultrasons puis séchés. lIs ont été ensuite inclus dans une résine époxy
de type Araldite (Araldite 2020, Escil, France) et poncés. Le pongage a été réalisé a
I'aide d’une polisseuse (Struers) sur des disques abrasifs de papier silice de grain 1200
puis 2400 (Escil, France). La surface a été polie a I'aide de poudre d’alumine (Escil,
France) puis rincée rigoureusement a I'eau ultrapure avant que I'’échantillon ne soit
séché et stocké. Des coupes passant par le noyau et les apophyses ont été réalisées.
L’état de la surface des coupes a été vérifié tout au long de la préparation a I'aide d’'un

microscope.
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2.2.4- Microchimie

Afin d’étudier I'évolution de la composition élémentaire de I'opercule tout au
long de la vie d’un individu, les échantillons ont été analysés par la technique d’ablation
laser utilisant un laser femtoseconde infrarouge (IR 1 030 nm, Alfamet-Novalase,
France) couplé a un spectrométre de masse a plasma induit (ICP-MS ; Elan DRC I,
Perkin Elmer), au Laboratoire de Chimie Analytique Bio-Inorganique et Environnement
(IPREM CNRS5254, UPPA, Pau). Une grande quantité d'énergie lumineuse focalisée
sur I'échantillon arrache de la matiere et la volatilise sous forme d'un aérosol qui est
transporté jusqu'a I''CP-MS par un gaz neutre, ici I'Hélium. Les conditions d’analyse
choisies sont similaires a celles qui ont été décrites par Tabouret et al. (2010, 2011),
elles ont permis d’assurer un échantillonnage avec une haute résolution spatiale, une
profondeur d’ablation limitée (10um), et une bonne sensibilité. Le faisceau laser balaie
I'opercule suivant I'axe de croissance, en passant par le noyau qui constitue l'opercule
larvaire chez les nérites a développement planctotrophe (Kano, 2006). Le diamétre du
faisceau était de 30 um. L'ablation s’est faite a la vitesse de 5 um.s™' dans la zone
larvaire et 25 ym.s™' dans l'opercule post-larvaire, avec une fréquence de 500 Hz. Le
tracé de chaque sillon est visualisé sur chaque échantillon. La dérive analytique au
cours des analyses a été suivie grace a la nébulisation d’'une solution de Rhodium
1ppb. Les isotopes analysés sont : SLi, 2*Mg, “3Ca, %°Mn, 86Sr, 138Ba. La quantification
et la robustesse de I'analyse ont été assurées par I'analyse des verres certifiés NIST
614, 612 et 610 (NIST, USA). La robustesse de I'analyse a été vérifiée a I'aide du
matériau de référence certifié NIES22 (otolithe ; NIES, Japon).
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2.3- Résultats

2.3.1- Composition et structure minéralogiques

Les analyses par spectroscopies Raman et infrarouge ont confirmé que
l'opercule des nérites est composé de carbonate de calcium (CaCOs) sous la forme
d'aragonite. Cette confirmation est confortée par la cathodoluminescence, la
luminescence verte émise par Mn?* dans les opercules marqués observés (Figure 5)
étant caractéristique de la présence d’une structure aragonitique (Hawkes et al., 1996 ;
Mahé et al., 2010).

Figure 5: Luminescence de couleur verte émise par un
opercule marqué au MnCl;pendant 4h, a 90 mg/l.

La spectroscopie IR réalisée sur un fragment d'opercule réduit en poudre
(Figure 6) révéle cinqg pics majeurs a 699.78, 712.61, 853.71, 1082.69 et 1443.99 cm"’
qui caractérisent l'aragonite (Andersen & Brecevic, 1991) et deux pics mineurs a
1653.03 et 1786.43 cm™' correspondant a la présence de composants organiques dont
la chitine. Cette présence n'est pas étonnante dans la mesure ou préalablement a
toute précipitation de carbonate de calcium il y a toujours synthése d'une matrice
organique se retrouvant dans le biominéral. D’autre part la chitine a déja été identifiée

dans I'opercule de Nerita crepidularia (Palpandi et al., 2009).

Les spectres émanant de la surface et de la tranche de I'opercule (Figure 7)
montrent, de maniére similaire, des pics majeurs aux alentours de 696/712, 855-875,
1082 et 1470 cm™' (aragonite) et quelques pics secondaires au-dela des 1500 cm’

(matiére organique).

La spectroscopie Raman réalisée sur deux endroits différents de l'opercule
post-larvaire révéle que celui-ci est bien constitué de carbonate de calcium cristallisé
sous forme d'aragonite (Gillet et al., 1993) (Figure 8). Les spectres Raman issus de
différentes stries de I'opercule larvaire (le noyau) présentent tous le méme profil, avec
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des bandes a 702, 707 et 1086 cm-" révélant la présence d'aragonite (Figures 9). Il est
aussi a noter la présence de bandes situées a 1010, 1030 et 1518 cm
caractéristiques de la présence de caroténoides (Withnall et al., 2003 ; De Gelder et
al., 2007). Enfin, la structure prismatique irréguliere annoncée par Suzuki et al. (1991)
et Sasaki (2001), pour les deux couches calcifiées de l'opercule des nérites d’eau
douce et saumatre, est corroborée par nos observations au MEB (figure 10A-B). Une

structure atypique (Figure 10C) est visible a certains endroits de la couche externe de

l'opercule.
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— Spectre de référence de I'aragonite (plateforme matériaux MNHN)

— Spectre de I'opercule (Aragonitique)

Figure 6 : Spectre FTIR émanant de poudre d'opercule de N. canalis, provenant de
Polynésie francaise, comparé aux spectres de référence de la calcite et de I'aragonite.
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Figure 8 : Spectres Raman de I'opercule adulte de
N. canalis. Les pics a 702, 707 et 1086 cm™' sont
caractéristiques de I'aragonite.
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Figure 9 : Spectres Raman de I'opercule larvaire de
N. canalis (méme échantillon que figures 6 et 8).
L'opercule larvaire est composé de 4 stries
d'accroissement bien visibles, la premiére, en forme de
bouton, étant probablement I'opercule embryonnaire.
Les bandes a 1010, 1130 et 1518 cm-' sont

caractéristiques de la présence de caroténoides.
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Figure 10 : Vues au MEB d'une coupe d'opercule de Neritina knorri.
A, vue générale ; B, couche externe aragonitique prismatique ; C, structure
atypique apparaissant par endroits dans la couche externe.

2.3.2- Fluorochrome et marques de croissance

L'observation en lumiéres polarisée et ultraviolette (UV) des opercules marqués
a l'alizarine montre une fluorescence bien visible sur certains opercules (Figure 11),
peu ou pas visible sur d'autres. Dans tous les cas, on note une intense fluorescence

au niveau des zones apophysaires (Figures 11B, 12, 13A).

Figure 11: Opercule d'un individu de N. canalis marqué
2 fois a l'alizarine, a 14 jours d'intervalle, et sacrifié 29
jours apres le 2 marquage. Temps de contact avec le
fluorochrome, 24h chaque fois. A : observation en lumiére
transmise, B-C : observation en lumiere UV,
B : grossissement de la zone apophysaire. Les fléeches
rouges montrent la fluorescence des zones marquées a
l'alizarine
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: Vue en lumiére UV de la zone

Figure 12
apophysaire d'échantillons de N. canalis marqués a
I'alizarine. A et C ont subi 2 marquages de 36h contre
2 marquages de 24h pour B.

Figure 13 : Echantillon ayant recu 2 marquages a
I'alizarine de 36h et sacrifié 29 jours apres le 2¢
marquage. Fluorescence visible seulement sur la
zone apophysaire (A) et la partie distale du bord
interne de I'opercule (B).

2.3.3- Microchimie

Parmi tous les éléments analysés nous avons focalisé sur le ratio Sr:Ca car il
permet en général de bien visualiser les passages eau douce / eau de mer et il existe
une bonne relation entre la composition dans l'eau de ce rapport et la composition
dans les piéces carbonatées le long de ce gradient (Brown & Severin, 2009). Nous
avons analysé également le Ba:Ca car certains auteurs ont montré qu'on pouvait avoir
une bonne relation entre la composition de ce rapport dans I'eau et dans les otolithes
de certains poissons et dans certaines conditions. En revanche, cette relation n'est
pas démontrée pour les autres éléments (Li, Mg, Zn, etc.) méme si certains auteurs

ont suggéré leur utilisation comme marqueurs environnementaux.

Les rapports Sr:Ca et Ba:Ca sont représentés par la Figure 14. Pour toutes les
especes étudiées, les rapports Sr:Ca sont forts dans la zone larvaire (Tableau 2). Cette
phase de forts rapports Sr:Ca est suivie, chez les espéces étudiées, d’'une chute
drastique des rapports a la fin de la phase considérée comme la phase larvaire
(fig. 14 A, B, D, E) ou peu de temps apres cette phase (fig. 14C).

Deux schémas peuvent ensuite étre déclinés pour la phase post-larvaire. Le

premier schéma concerne les deux especes de Clithon et Neritina canalis
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(Fig. 14 A, B, E). Pour ces espéces, les rapports en Sr:Ca pendant la phase post-
larvaire restent a des valeurs plus faibles que pendant la phase larvaire et relativement
stables sur une longue période. En fin de transect ces valeurs remontent jusqu’a
atteindre parfois les valeurs observées pendant la phase larvaire. Cette augmentation
sensible des rapports en Sr:Ca est accompagnée d’'une augmentation des rapports en
Ba:Ca. Le deuxieme schéma regroupe Neritina knorri et Neritina petitii et est
caractérisé par de forts ratios en Sr:Ca tout au long de la vie des individus étudiés.
Chez Neritina knorri, ces forts ratios sont accompagnés de rapports Ba:Ca élevés et
sujets a de fortes variations (Fig. C). Les ratios les plus élevés dans les deux phases

sont observés chez N. petitii (Tableau 2).

Tableau 2 : Fluctuations du rapport Sr:Ca dans les zones larvaire et post-larvaire
des opercules. Il n'est pas tenu compte des artéfacts du profil D.

Especes Profils Zgrr'lgalf(zlgg;;e |nterveZ||2r:r?os.OSt Ia:\\/lli?:irgr:Ca
) Sr:Ca (x10%) (x10°%)
Clithon spiniperda A 5,26-9,57 3,5-5 2,5
Clithon comorensis B 6,29-11,80 5-6 1,62
Neritina knorri C 6,48-11,34 5-9 2,78
Neritina petitii D 9,19-18,79 8-10 7,0
Neritina canalis E 5,60-11,69 4-5 3,07
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Figure 14 : Profils des ratios Sr:Ca et Ba:Ca obtenus a partir d'un balayage continu avec fs-
LA-ICP-MS sur des opercules de certaines espéces de nérites. A : Clithon spiniperda
(Comores), B : Clithon comorensis (Comores), C : N. knorri (Comores), D : N. petitii (Nouvelle-
Calédonie), E : N. canalis (Tahiti). Le trait vertical noir marque la limite supposée de I'opercule
larvaire. Le profil D présente un artéfact en fin de parcours de I'ablation laser. Le sillon creusé par
le laser est marqué par une ligne claire.
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2.4- Discussion

2.4.1- Microstructure et structure minéralogique

Il apparait, des analyses effectuées sur les opercules de nérites dulgaquicoles
des genres Clithon et Neritina, que la nature aragonitique a structure prismatique
irreguliére de leurs couches calciques est confirmée dans tous les échantillons, aussi
bien par les analyses en en spectroscopie IR (Figures 6-7) et Raman (Figures 8-9) et
en cathodoluminescence (Figure 5) que par les observations au MEB (Figure 10). La
validation de la composante aragonitique de I'opercule larvaire (Figure 9), comme le
reste de l'opercule, contredit quelque peu la version de Kano (2006), reprise par
Eichhorst (2016), selon laquelle le noyau serait entiérement constitué de
"conchyoline". Le marquage vital a l'alizarine a permis de constater une activité
minéralisante plus intense au niveau des apophyses qu'au niveau du bord interne de
l'opercule. En effet, c'est par ce bord interne, logé dans la gouttiére operculaire de
I'animal, que se fait la croissance de I'opercule (Vovelle et al., 1977 ; Checa & Jiménez-
Jiménez, 1998 ; Eichhorst, 2016). Parmi les neuf opercules marqués analysés,
certains montrent des marques bien visibles dans la zone apophysaire, alors qu'il en

a peu ou pas du tout au niveau du bord interne.

Deux échantillons seulement ont révélé le double marquage (Figures 11 et 12B)
et pourraient éventuellement contribuer a I'estimation d'une échelle temporelle de
croissance. La variabilité des marquages obtenus effectués dans les mémes
conditions expérimentales peut s'expliquer par un phénoméne de variations
physiologiques individuelles (comme I'age notamment) dont certaines peuvent elles-
mémes dépendre de plusieurs paramétres environnementaux. Par exemple, les
échantillons présentant le double marquage étaient les plus juvéniles étudiés, donc
ayant potentiellement une activité physiologique trés active. Il serait souhaitable
d'obtenir plusieurs autres individus doublement marqués dans les mémes conditions

pour garantir une estimation de I'échelle de croissance statistiquement fiable.

L'opercule larvaire présente quatre stries trés nettes (Figure 9). L’'observation
complémentaire de I'opercule de Neritina stumpffi montre une alternance de stries
relativement épaisses et de stries plus fines et nombreuses (Figure 15). La régularité
de ces dépdts reste a déterminer pour les especes concernées par cette étude. Elle
rappelle néanmoins la microstructure d’autres piéces calcifiées telles que les otolithes
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de poissons présentant des marques saisonniéres alternées par des marques

journalieres et conforte le potentiel de cette structure pour une estimation de I'dge et

de la croissance des nérites.

L’opercule larvaire montre la
signature spécifique de B-caroténe.
Le B-caroténe fait partie des
pigments organiques pouvant étre
incorporés dans les structures
squelettiques des mollusques
(Barnard & de Waal, 2006 ; de

Oliveira et al., 2013) et sa présence | Figure 15 : Portion de I'opercule post-larvaire de

N. stumpffi montrant des stries d'accroissement
de différentes épaisseurs

dans [l'opercule larvaire mise en

evidence par l'analyse Raman
(Figure 9) indique que celui-ci entre dans la composition de la fraction organique.
Reste a connaitre le réle joué par ces caroténoides dans l'opercule larvaire, sachant
gu'ils n'ont pas été détectés dans l'opercule post-larvaire. Pilbrow et al. (2012)
recensent un grand nombre de caroténoides d’origine biologique qui, en formant des
complexes avec d'autres molécules, souvent des protéines, assurent des fonctions
biologiques trés variées, y compris un rdle de protection (antioxidant, photoprotection,

patron de camouflage).

2.4.2- L’opercule, une archive environnementale

Cette étude est la premiére ayant exploré la composition multiélémentaire des
opercules de cing espéeces de nérites tropicales avec une haute résolution spatiale.
En l'absence de validation de la croissance de l'opercule des différentes espeéces,
seule les périodes larvaire et post-larvaire ont pu étre recalées sur les profils

élémentaires.

Des changements significatifs des rapports Sr:Ca et Ba:Ca ont été observés
chez les cinq espéces étudiées. La nature aragonitique de I'opercule laisse penser
que le rapport Sr:Ca est un bon marqueur de la composition en Sr du milieu de vie de
I'individu. Cette derniére étant souvent le reflet de la salinité du milieu, le rapport Sr:Ca

de I'opercule pourrait ainsi refléter la salinité du milieu et permettre de retracer les traits
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d’histoire de vie des gastéropodes au méme titre que l'otolithe chez les poissons
diadromes (Elsdon et al., 2008).

Les rapports Sr:Ca observés pendant la période larvaire chez ces cinq especes sont
proches voire supérieures aux rapports observés dans des structures aragonitiques
d’organismes vivant en milieu marin (Sr:Ca = 5.5 0.3 x103 - Campana, 1999). Ces
valeurs sont cohérentes également avec des valeurs retrouvées dans la phase larvaire
marine chez des espéces de poissons tropicaux amphidromes (Lord et al., 2011 ;
Tabouret et al., 2011 ; Feutry et al., 2012). Ces résultats suggérent donc une phase

larvaire marine pour les cing especes de nérites étudiées.

La présence d’'une chute drastique de ces rapports a la fin de la phase larvaire
tend a conforter un changement de milieu ou un changement ontogénique. Le maintien
de rapports Sr:Ca plus bas pendant la phase post-larvaire chez Clithon spiniperda,
Clithon comorensis et Neritina canalis semble conforter un changement de milieu.
Pour autant les valeurs observées restent dans une gamme proche de valeurs

observées en milieu estuarien.

Nos résultats permettent de supposer que les espéces analysées ont eu une
phase larvaire marine ou estuarienne et que, par conséquent, I'amphidromie constitue

leur cycle biologique.

2.5- Conclusion

Cette étude nous a permis de confirmer la structure minéralogique aragonitique
de l'opercule des nérites dulgaquicoles et de révéler pour la premiére fois la présence
de caroténoides dans le noyau operculaire (opercule larvaire). Nous avons également
montré que la croissance de l'opercule est un phénoméne dynamique par dépdts
périodiques de carbonate de calcium sous forme d'aragonite au niveau du bord interne
emboité dans la gouttiére operculaire. Nous avons montré aussi une forte activité
minéralisante dans la zone apophysaire. Grace a I'analyse microchimique nous avons
montré que l'opercule pourrait, a l'instar de l'otolithe chez les poissons, jouer le rdle
d'archive des milieux traversés et des changements environnementaux subits. A
défaut de pouvoir confirmer (par cette méthode) la diadromie chez les espéeces
etudiées de maniére incontestable, a ce stade de notre étude, nous estimons pouvoir

raisonnablement la suggérer avec de trés fortes présomptions.
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L’échantillonnage traité, aussi bien pour le marquage vital que pour la
microchimie, ne permettant cependant pas encore une analyse statistiquement
robuste, il y a lieu de poursuivre ces analyses et d’utiliser 'ensemble des individus
marques. En particulier, l'analyse en cathodoluminescence et en UV pour les
opercules marqués au MnCl: et a l'alizarine, aux fins de définir une échelle temporelle
de la dynamique de croissance devra étre complétée. Il faudra également vérifier la
signature spécifique de caroténoides au niveau du nucléus et compléter la description
des modalités d’organisation et d’archivage des modifications de I'environnement dans
'opercule au cours du cycle biologique. Enfin, concernant la microchimie il reste
beaucoup a faire dans la mesure ou, contrairement aux otolithes, la validation de la
relation entre la concentration des éléments dans I'eau et la concentration dans la
matrice operculaire n’a pas encore été réalisée. De plus, nous ne disposons pour
l'instant d'aucune donnée du ratio Sr:Ca dans les milieux ou ont été prélevées les

nérites.
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La gestion future des petites iles devra permettre de corriger les effets
pervers du développement, par la définition d’actions modéles, applicables s’il
le faut dans d’autres parties du monde, et basées sur la qualité de la vie et sur
la durabilité, beaucoup plus que sur une croissance en soi.

Burac (2006)

Si les iles ont toujours suscité 'émerveillement, force est de constater qu’elles
sont fragiles et trés vulnérables face aux impacts anthropiques négatifs croissants. A
travers I'histoire jusqu’a I'époque moderne, 'homme a contribué a la fragilisation des
milieux insulaires vierges, notamment par la surexploitation, la prédation, la destruction
ou la fragmentation des habitats (Yu & Lei, 2001). Les petites iles surtout, qu’elles
soient tropicales ou localisées sous de plus hautes latitudes, sont particulierement
vulnérables aux conséquences de l'activité humaine (Bouchard et al., 2010). Il est
donc indispensable de doter les gestionnaires des especes et des espaces dans les

ecosystemes insulaires des outils et connaissances appropriés.

Les mollusques jouent un réle important a la fois écologique et économique. lls
constituent un maillon essentiel de la chaine trophique aussi bien en milieu terrestre
gu’en milieu aquatique, une source de protéines pour 'homme, et peuvent notamment
étre utilisés comme indicateurs. lls sont peu mobiles mais ont pu coloniser tous les
milieux. Notre groupe d’étude, les nérites, appartient a une famille primitive qui a su
développer des capacités d’adaptations remarquables, qui leur valent leur survie
(Baker, 1923) et leur évolution (Abdou et al., 2015). lls subissent une prédation par
'homme comme nourriture dans plusieurs pays du Pacifique et d’Asie, et leurs
coquilles servent de bijoux et d’objets décoratifs dans nombre de pays du monde
(Eichhorst 2016). lIs restent pourtant les parents pauvres des études réalisées par les

chercheurs, comparativement aux poissons et crustacés, par exemple.

Nous avons fixé comme objectif a notre travail d’apporter des éléments
contributifs a la gestion du compartiment eau douce des systémes insulaires
Indo-Pacifiques, par l'acquisition de connaissances fondamentales relatives a la

taxinomie et aux traits de vie de certains gastéropodes, en complément des études
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déja réalisées sur d’autres groupes biologiques diadromes. Nous avons pour cela
procédé a des analyses de nature diverse, génétiques, morphologiques,

microchimiques, etc., sur 'animal, sa coquille ou son opercule.

Le bilan de I'état actuel des connaissances sur I'amphidromie des nérites a
montré la complexité de ce cycle dont, finalement, les paramétres et les processus
évolutifs sont peu connus. Les stratégies de gestion et de conservation des nérites
amphidromes exigent de développer la recherche sur les traits de vie pour avoir une
meilleure compréhension de ce cycle global. Mais le préalable est de savoir de quelles
especes on parle avec certitude. Nous avons donc résolu les problémes taxinomiques
sur notre modéle d'étude, le complexe ‘Neritina pulligera’, un taxon nominal englobant
plusieurs autres qui lui ont été associés de maniere plus ou moins arbitraire ou suivant
des criteres essentiellement morphologiques. Nos résultats, issus d’analyses
moléculaires et morphologiques, ont permis (1) de valider la réalité taxinomique de
certains taxons précédemment mis en synonymie de N. pulligera, (2) de montrer que
I'existence supposée de cette derniere dans I'océan Indien occidental n’est pour le
moment pas avérée et (3) de révéler, pour la premiére fois, la présence d’une de ces
espéeces, N. stumpffi, dans le Pacifique. La phylogénie moléculaire réalisée nous a
aussi permis, outre la découverte d'especes cryptiques, de lever le doute sur beaucoup
d'espéces du complexe 'Neritina pulligera’, d'appréhender I'évolution du groupe et de

concentrer notre étude sur les spécimens diment identifiés.

L'étude de la phylogéographie de N. stumpffi et N. canalis, réalisée avec le géne
COl, confirme l'existence de deux barriéres biogéographiques filtrantes régulant la
circulation des larves de Nerites étudiés au sein de I'lndo-Pacifique au cours du temps.
La premiére entre le Pacifique ouest et le Pacifique central, ce que d'autres études
avaient déja signalé chez des gastéropodes (Crandall et al., 2010, 2012), des
crustacés (Castelin et al., 2013), des poissons amphidromes (Lord et al., 2012) ou
méme des poissons récifaux (Gaither et al., 2010). La deuxieme entre I'océan Indien
et le Pacifique également signalée sur d’autres groupes, et nommée barriére Indo-
Pacifique (BIP). Notre étude confirme également le fait que la BIP a été plus ou moins
perméable selon les espéces. Ce qui est le cas des deux especes étudiées ici, dont
l'une, N. stumpffi, a une répartition Indo-Pacifique, alors que l'autre, N. canalis, est
limitée a I'océan Pacifique. Les épisodes glaciaires du Pléistocéne semblent avoir joué

un role déterminant dans la phylogéographie de la région Indo-Pacifique et la
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distribution observée des deux espéces, en raison des variations eustatiques induites
(Crandall et al., 2008 ; Gaither et al., 2010 ; de Bruyn et al. 2012). La phylogéographie
de N. stumpffi nécessiterait d'étre affinée, avec une augmentation de I'échantillonnage
aussi bien pour le nombre des échantillons que pour celui des localités
échantillonnées, dans le Pacifique comme dans l'océan Indien. Il serait nécessaire
d’adjoindre au COIl un géne nucléaire, autre que le 28S qui s’est avéré moins
discriminant. Dans le cas de la famille des Neritidae, une étude comparative réalisée
par Chee (2015) a montré que le géne nucléaire de 'ATPS-a est plus performant pour
le barcoding que le COI. Son utilisation pourrait donc s'avérer intéressante. Il serait
aussi intéressant de pouvoir dater les évenements biogéographiques et d'évaluer

'importance des flux géniques.

La distribution géographique des populations, ne peut s’expliquer seulement
par la distance euclidienne et la durée de vie larvaire (DVL), qui n’est pas
nécessairement un bon prédicteur des capacités de dispersion de I'espéce (Bowen et
al., 2006 ; Weersing & Toonen, 2009 ; Lord et al., 2012). Elle est probablement
faconnée par l'interaction de facteurs historiques (paléogéographie) et écologiques
(habitats, climat) (Waters et al., 2005). Pour mieux comprendre le processus
d’isolement actuel des populations a dispersion marine, il est recommandé de ne pas
tenir compte seulement de la distance euclidienne, mais aussi et surtout des
observations directes de la circulation océanique (White et al., 2010) et des variations
climatiques au cours des temps géologiques (Postaire et al., 2014). Cela étant, il est
indéniable qu’une longue phase larvaire marine pour les espéces diadromes favorise
la colonisation de milieux insulaires d'eau douce lointains, et permet d'avoir une
réserve de larves en mer pouvant recoloniser les iles suite a des perturbations
majeures ayant décimé les populations (Keith, 2003). Une courte DVL n'est pas
toujours un facteur limitant de la dispersion (Weersing & Toonen, 2009), mais en cas
de perturbation prolongée de I'habitat ou de tout autre facteur défavorable au
recrutement, une longue DVL permet de résister et donc de prévenir les pertes

irréversibles.

L’archipel indo-australien (AIA) semble étre a l'origine de I'essentiel de la
biodiversité de la province Indo-Pacifique (Roberts et al., 2002 ; Carpenter
et al., 2011 ; Cowman & Bellwood 2013 ; Leprieur et al., 2016) et notre étude a montré

que la circulation des larves des nérites diadromes y a été régulée par, au moins, deux
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barriéres biogéographiques au cours des temps géologiques. |l apparait donc
clairement que I'étude de la dispersion et de la connectivité sont essentielles a la
gestion durable des ressources naturelles aquatiques marines et dulgaquicoles, et que
les protocoles de gestion doivent nécessairement tenir compte des voies de dispersion
(Wilson et al., 2016). Maintenant que la répartition géographique des espéces de
nérites étudiées est relativement mieux connue, il est souhaitable que, dans une
perspective de gestion et de conservation, des études plus approfondies soient
réalisées, surtout pour N. stumpffi, & des échelles locales et/ou régionales.
L'anthropisation croissante des milieux aquatiques insulaires pouvant impacter
négativement le cycle vital de ces espéces, une connaissance fine de leurs habitats
aidera a les préserver, sachant bien évidemment que la condition principale reste le
maintien d'un corridor écologique continu et permanent entre I'océan et les habitats
dulgaquicoles (Keith, 2003 ; Abdou et al., 2015). La survie des nérites amphidromes
est en effet, comme toute celle des espéces diadromes, conditionnée par leur capacité
a pouvoir réaliser la double migration obligatoire dans leur cycle vital : la dévalaison
des larves vers la mer et la montaison des post-larves aprés le recrutement. Le
maintien de l'intégrité du cours inférieur et de I'estuaire, en particulier, semble plus
important pour la conservation de ces espéeces que le cours supérieur des rivieres
(Bell, 2009 ; Cook et al., 2012). Il faut aussi tenir compte que les nérites évoluent sur
des substrats rocheux et non dans la vase, lors des aménagements de riviéres.
Enfin, I'étude de I'opercule en tant qu’outil multiusage nous a permis de
confirmer sa composition minéralogique, de révéler, pour la premiére fois, la présence
de caroténoides dans son nucléus, de valider pratiguement la diadromie par la
microchimie des éléments isotopiques et de valider son réle d’archive
environnementale. L'étude de l'opercule pourrait donc permettre d'approfondir les
connaissances sur les traits de vie des nérites amphidromes. L’analyse en
cathodoluminescence et en UV des échantillons marqués au MnCl:2 et a I'alizarine doit
donc se poursuivre afin d’arriver a établir une échelle temporelle de croissance sur
celui-ci. Les résultats préliminaires de la microchimie étant encourageant mais
statistiquement encore peu représentatifs, il y a lieu de poursuivre ces analyses afin

d'affiner les résultats.

Les nérites amphidromes des iles tropicales ont développé un cycle spécifique
et complexe. Les mécanismes expliquant leur distribution et leur dispersion sont
gouvernés par des processus biogéographiques, biologiques, physiologiques et
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physiques. Les altérations anthropiques des bassins versants dans le cadre des
changements globaux ont de graves conséquences sur leur maintien dans certaines
régions. |l est donc urgent de poursuivre les recherches sur ces organismes afin de

permettre aux gestionnaires de mettre en place des outils de suivi des espéces.
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Tableau des mesures réalisées pour I'analyse morphométrique
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Espeéces Provenance Hauteur (H) Largeur (L) H/L
en mm en mm
Comores 24,31 18,22 1,33
Comores 26,02 18,8 1,38
Comores 23,23 17,37 1,34
Comores 21,92 16,63 1,32
Comores 22,32 16,71 1,34
Comores 22,04 16,83 1,31
Comores 19,87 15,3 1,30
Comores 18,73 14,32 1,31
Comores 15,97 12,63 1,26
Comores 15,53 11,94 1,30
Comores 20,13 14,88 1,35
Comores 12,05 9,49 1,27
Comores 11,33 8,92 1,27
Comores 7,04 5,74 1,23
Comores 6,13 4,98 1,23
Maurice 25,96 18,99 1,37
Maurice 23,37 16,89 1,38
" . Maurice 20,93 15,2 1,38
Neritina knorri )

Maurice 20,73 15,42 1,34
Maurice 14,88 10,71 1,39
Madagascar 31,55 23,9 1,32
Madagascar 29,59 22,39 1,32
Madagascar 28,65 21,92 1,31
Madagascar 24,51 18,61 1,32
Perak 20,13 15,05 1,34
Tahiti 16,9 12,3 1,37
Tahiti 18,08 13,2 1,37
Tahiti 17,8 12,85 1,39
Tahiti 17,32 12,97 1,34
Tabhiti 13,71 10,33 1,33
Philipinnes 26,59 19,22 1,38
Philipinnes 23,37 18,96 1,23
Philipinnes 25,47 18,46 1,38
Philipinnes 24,14 17,65 1,37
Nlle-Calédonie 20,55 15,65 1,31
Nlle-Calédonie 16,14 12,25 1,32
Japon 34,57 25,83 1,34
Japon 41,59 29,9 1,39
Neritina delestennei Japon 38,09 27,72 137
Japon 38,92 28,3 1,38
Japon 34,2 27,33 1,25
Indochine 33 25 1,32
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

Especes

Neritina stumpffi

Neritina pulligera

Provenance Hauteur (H)  Largeur (L) H/L
en mm en mm

Nlle-Calédonie 17,18 12,09 1,42
Nlle-Calédonie 19,66 13,38 1,47
Nlle-Calédonie 15,59 11,37 1,37
Futuna 22,11 15,33 1,44
Seychelles 13,93 10,49 1,33
Seychelles 16,27 11,27 1,44
Seychelles 14,78 10,85 1,36
Comores 20 14,09 1,42
Comores 20,01 13,45 1,49
Comores 19,35 12,5 1,55
Comores 20,27 13,75 1,47
Comores 23,3 15,04 1,55
Comores 18,05 13,16 1,37
Comores 16,21 11,33 1,43
Comores 15,01 10,33 1,45
Comores 21,89 15,04 1,46
Comores 20,56 14,17 1,45
Comores 20 14,36 1,39
Comores 12,36 9,74 1,27
Comores 5,32 4,05 1,31
Comores 15,47 11,3 1,37
Comores 18,02 12,6 1,43
Comores 15,94 11,6 1,37
Comores 14,8 10,57 1,40
Comores 15,12 11,12 1,36
Comores 19,47 13,6 1,43
Comores 16,77 12,32 1,36
Comores 19,48 13,5 1,44
Comores 13,19 9,89 1,33
Comores 9,82 7,58 1,30
Comores 9,59 7,29 1,32
Comores 12,61 9,46 1,33
Comores 14,57 10,59 1,38
Comores 13,74 10,14 1,36
Comores 16,41 11,69 1,40
Comores 17,47 12,59 1,39
Comores 21,51 14,96 1,44
Australie 38 27,5 1,38
Australie 34,5 26,8 1,29
Australie 32,5 25 1,30
Australie 30,1 22,7 1,33
Australie 29,4 22,5 1,31
Philippines 27,6 21 1,31
Philippines 27,6 20,8 1,33
Philippines 25,8 20,5 1,26
Philippines 24,5 19 1,29
Nlle Guinée 33,9 26 1,30
Nlle Guinée 32 24 1,33
Nlle Guinée 38 30 1,27
Indonésie 23,34 18,6 1,25
Japon 41,61 30,67 1,36
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111
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115
116
117
118
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

Espeéces

Neritina petitii

Neritina canalis

Provenance Hauteur (H)  Largeur (L) H/L
enmm en mm

Nlle Calédonie 41,5 30 1,38
Nlle Calédonie 36,7 28 1,31
Nlle Calédonie 36 26,7 1,35
Nlle Calédonie 34 27 1,26
Nlle Calédonie 34,4 26 1,32
Nlle Calédonie 33,9 24,6 1,38
Nlle Calédonie 34 27,2 1,25
Nlle Calédonie 33,5 24,2 1,38
Nlle Calédonie 22,9 16,8 1,36
Nlle Calédonie 14,8 11,18 1,32
Nlle Calédonie 19,25 13,59 1,42
Philippines 26 21,5 1,21
Philippines 24,9 19 1,31
Philippines 24,9 20,5 1,21
Japon 30,88 22,93 1,35
Japon 32,76 24,52 1,34
Japon 27,75 21,3 1,30
Fidiji 23,1 17,81 1,30
Fidji 19,26 13,92 1,38
Fidiji 22,28 15,93 1,40
Futuna 23,73 17,22 1,38
Futuna 19,86 14,15 1,40
Futuna 21,4 15,34 1,40
Futuna 19,62 14,34 1,37
Futuna 22,7 15,62 1,45
Tahiti 32,29 21,05 1,53
Mo'orea 28,8 21,23 1,36
Mo'orea 8,8 7,25 1,21
Mo'orea 22,8 16,07 1,42
Mo'orea 21,1 16,07 1,31
Mo'orea 21,23 15,77 1,35
Mo'orea 15,83 12,03 1,32
Mo'orea 26,28 18,11 1,45
Mo'orea 18,54 13,4 1,38
Mo'orea 27,69 19,53 1,42
Mo'orea 29,8 20,64 1,44
Mo'orea 28,4 20,35 1,40
Mo'orea 24,5 17,81 1,38
Mo'orea 18,28 14,45 1,27
Mo'orea 26,94 19,19 1,40
Mo'orea 26,05 18,37 1,42
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Les opercules : quel potentiel comme archives des traits d’histoire
de vie des gastéropodes diadromes ?
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Dans les systémes insulaires tropicaux, les milieux aquatiques sont colonisés par des
organismes aquatiques (poissons, crustacés et mollusques) présentant en majorité un cycle
de vie amphidrome. Ces organismes passent l'essentiel de leur vie (croissance,
reproduction) en eau douce. Aprés éclosion, les larves migrent vers la mer ou elles
séjournent pendant une durée variable en fonction des espéces, avant de se regrouper dans
les embouchures des riviéres, se métamorphoser et coloniser les habitats dulgaquicoles.
Certaines structures calcifiées présentes chez ces organismes, comme les otolithes des
téléostéens, emmagasinent des informations relatives a leur mode de vie et a leur
environnement et peuvent permettre de reconstruire 'histoire d’'un individu. Chez certains
gastéropodes, I'opercule est une structure calcifiée qui permet de fermer I'ouverture de la
coquille quand I'animal s'y retire. Elle est présente a tous les stades de développement
(embryon, larve, imago) et grandit avec I'animal sous la forme d’'une succession de dépots
calcifiés. 1l est donc potentiellement possible de reconstruire I'histoire de vie des individus a
partir de I'étude de cette structure. Notre étude vise a la caractérisation du cycle de vie des
gastéropodes dulgaquicoles des iles Indo-Pacifique appartenant a la famille des Néritidae
grace a l'analyse de la microstructure et de la composition élémentaire de I'opercule. En
effet, la composition en strontium:calcium (Sr:Ca) de I'opercule de trois espéces de Néritidae
a été analysée pour la premiére fois par le couplage ablation laser femtoseconde —
spectrométrie de masse a plasma induit (LA-ICPMS) afin de mettre en évidence
I'amphidromie chez ces espéces et valider I'utilisation des opercules comme archives des
traits d’histoire de vie de ces organismes.

Mots-clés : amphidromie, Neritidae, opercule, strontium:calcium, gastéropodes
dulgaquicoles
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ISLANDS: AMPHIDROMY AS A LIFE CYCLE, A REVIEW
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RESUME.— L amphidromie en tant que cycle de vie des Néritidés (Mollusca : Gastropoda) des eaux douces
dans les Tles tropicales, une revue.— Les eaux douces des Tles tropicales abritent des mollusques de la famille des
Neritidae, ayant un cycle de vie spécifique adapté a I’environnement insulaire. Les adultes se développent, se
nourrissent et se reproduisent dans les rivieres. Aprés I’éclosion, les larves dévalent vers la mer ou elles passent un
laps de temps variable selon les espéces. Ce cycle de vie est appelé amphidromie. Bien que cette famille soit la
plus diversifiée des mollusques d’eau douce, le cycle biologique, les parametres et les processus évolutifs qui
conduisent a une telle diversité sont peu connus. Cet article fait le point sur 1’état actuel des connaissances sur la
reproduction, le recrutement, la migration vers I’amont et la dispersion. Les stratégies de gestion et de restauration
pour la préservation des nérites amphidromes exigent de développer la recherche pour avoir une meilleure
compréhension de leur cycle de vie.

SUMMARY.— Tropical island freshwaters are inhabited by Molluscs of the Neritidae family with a specific
life cycle adapted to the insular environment. The adults grow, feed and reproduce in rivers. After hatching the
larvae drift downstream towards the sea where they spend a variable amount of time. This life cycle is called
amphidromous. Although this is the most diverse family of freshwater Molluscs, the biological cycle and the
parameters and evolutionary processes that lead to such diversity are not well understood. This paper reports on
the current knowledge on reproduction, recruitment, upstream migration and dispersal. Management and
restoration strategies to preserve amphidromous Neritids require the development of research to get a better
understanding of their life cycle.

Within the open ocean, tropical insular freshwater environments usually represent highly
isolated and fragmented habitats. The colonization of tropical insular rivers, subject to extreme
climatic and hydrologic seasonal variations (McDowall, 2007; Crandall et al., 2010) requires
specific adaptations of the life cycle of freshwater fauna occurring in these distinctive habitats.
Diadromy is one of the evolutionary answers to the instability of freshwater habitats. Spending
part of their life cycle at sea, diadromous species are indeed capable of escaping drought or
cyclonic flood events while colonizing new environments via oceanic dispersal (McDowall, 2007;
Crandall et al., 2010; Lord et al., 2012). This oceanic dispersal of freshwater organisms represents
an essential element in the persistence and structuring of populations at both the local (stream,
river, archipelago) and regional scales (Keith, 2003; McDowall, 2008; Lord et al., 2012)

Amphidromy is one of the modalities of diadromy. The adults grow, feed and reproduce in
rivers. After hatching, larvae drift downstream towards the sea where marine salinities are
necessary for larval development (Crandall, 1999; Crandall et al., 2010; Lord et al. 2010). After
this marine larval stage, the post-larvae come back to rivers; they recruit in estuaries and from
there colonize the adult freshwater habitat (Kano & Kase, 2003; Maeda et al., 2007; lida et al.,
2008; Gorbach et al., 2012 ). The practical details of the species biological cycle and the
parameters leading to such evolution in amphidromous species are poorly known, but our
knowledge increases each year.
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Amphidromous species are known in many taxa throughout the Indo-Pacific area and the
Caribbean insular systems, such as gastropods (Cook et al., 2009; Crandall et al., 2010), decapod
crustaceans (Dennenmoser et al., 2010; Castelin et al., 2013) or fish mainly in the Eleotridae and
Gobiidae families (Keith & Lord, 2011a, b). These species contribute most to the diversity of
freshwater communities, and have the highest levels of endemism (Keith, 2003; McDowall, 2007;
Keith & Lord, 2011a). At certain times of the year, the biomass of fish larvae migrating upstream
is so great that they represent an important source of food for local human populations in certain
archipelagos (i.e. the ‘bichiques’ (gobiids post-larvae) of La Réunion (Hoareau et al., 2007)).
However, harvesting of this food resource is highly unsustainable, on account of the complexity of
the species’ life cycle (Lord et al., 2012; Castelin et al., 2013). As for adult neritids, some of them
are used as food by coastal populations of oceanic islands in the West Pacific (Carpenter & Niem,
1998).

Among Gastropods, most of the Neritidae species have been recognized as amphidromous
(Myers et al., 2000; Kano & Kase, 2003; Blanco & Scatena, 2006) and they represent one of the
commonest members of freshwater fauna on tropical islands. Amphidromy exists, however, in
other gastropod families such as, for example, Neritiliidae and Thiaridae (Kano & Kase, 2003;
Strong et al., 2008, 2011; Hidaka & Kano, 2014). Neritids seem to have their origin in the sea
(Kano et al., 2011; Quintero-Galvis & Castro, 2013), comprise roughly 100 living species in a few
marine genera (e.g. Nerita) and abundantly inhabit intertidal rocky shores. However, they are more
diverse in freshwater and brackish-water environments in terms of the numbers of species and
genera. There are some 200 limnic species worldwide in eight or more genera (Kano et al., 2011)
and most of the freshwater lineages have retained a dispersive, planktotrophic marine larval stage.

The aim of this review is to give the main current knowledge in biology and ecology
concerning amphidromous Neritidae, supplying the facts to be used in management and
conservation policies.

TAXONOMY AND DISTRIBUTION

Neritidae is one of the most primitive families in the Gastropoda (Baker, 1923), belonging,
with five other families (Hydrocenidae, Helicinidae, Neritiliidae, Phenacolepadidae and
Neritopsidae) to the Neritimorpha superorder (Kano et al., 2002). Neritids have adapted to
different environments in tropical and subtropical regions. They inhabit intertidal and supratidal
rocks and mangroves, brackish-water and freshwater, on temperate to tropical coasts. The survival
of this archaic family is probably dependent on its ability to live where few other forms compete
with them (Baker, 1923). Most of the valid described species of freshwater neritids inhabit the
main zoogeographical regions of Oceania (Pacific Oceanic Islands), Palaearctic and Australasian
(Strong et al., 2008). The main genera of the family are distributed as follows. Marine genera
(Nerita, Smaragdia, Puperita) are found mainly in tropical regions, particularly in the Indo-West
Pacific and Caribbean; freshwater and estuarine genera (Neritina, Clithon, Vittina, Neritodryas,
Neripteron, Septaria) occur in the Indo-Pacific; the freshwater genus Theodoxus is European,
Central Asian, Middle Eastern and North African (Baker, 1923; Haynes, 2001; Bunje & Lindberg,
2007; Frey & Vermeij, 2008; Limpalaer, 2009; Frey, 2010; Quintero-Galvis & Castro, 2013).

There are few studies giving a classification of the Neritidae, such as that of Baker (1923),
based on the radula, or the molecular phylogeny undertook by Quintero-Galvis & Castro (2013),
using the genes COI and 16S rRNA. However, this last study remains in need of complementary
analyses. Besides that, various genera are relatively well studied. This is the case, for example, of
the genera Theodoxus (Bandel, 2001; Bunje & Lindberg, 2007), Nerita (Frey & Vermeij, 2008;
Frey, 2010), and Neritina (Kano, 2009).
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REPRODUCTION

Female Neritids store sperm capsules (spermatophores) received from males for continuous
spawning. Neritids lay flat, elliptical egg capsules on hard substrata including rocks and shells of
other snails (Kano et al., 2011). The capsules are 1-3 mm long depending on species and are
covered with sand grains sorted from mother’s facces. Newly laid capsules are white and then
become cream to brown in a few days. Each capsule contains up to 300 eggs that hatch several
weeks after being laid (Kano et al., 2011). Embryonic development was studied by Koike (1996),
and growth rate by Shigemiya & Kato (2001). These last authors demonstrated that the number of
growth lines was a good indicator of the age of a snail, and that the growth rate was higher and the
life span was longer in females.

After hatching larvae are swept to the sea (Myers et al., 2000). Similar to fish larvae (McRae,
2007), there appears to be a limited time window of opportunity for Neritids larvae to reach
saltwater (Hau, 2007). Veligers held in fresh water died within six days (Ford, 1979).

Mating and spawning seems to occur year round (Hau, 2007; Kano et al., 2011). In Hawaii,
larvae of Neritina granosa (Hihiwai) were effectively found all year round in drift collections in
Palauhulu Stream in Ke‘anae with a major period from June to August (Hau et al., 1992; Hau,
2007). Hihiwai larvae were present three to five months prior to juvenile recruitment upstream
(Hau, 2007). They are often found in pool and run areas during low flow conditions, and the first
major freshet after that period often causes a sudden decrease in water temperature and an increase
in dissolved oxygen. This scouring flow provides optimum conditions for hihiwai egg cases to be
laid on hard substrate and the transport of hatched larvae to the ocean as quickly as possible (Hau,
2007). Records of gastropod density and egg laying in French Polynesia (Resh et al., 1990, 1992)
and Japan (Nishiwaki et al., 1991b; Hirata et al., 1992) suggest a seasonal occurrence of
downstream migrations, but the controlling factors remain unknown.

LARVAL DISPERSAL

Given the high levels of larval mortality and the effects of diffusion (Cowen et al., 2000), it
seems unlikely that significant numbers of larvae that drifted away from their natal archipelago
would be able to find suitable freshwater habitat for settlement (Crandall et al., 2012). Therefore,
local selection for traits that favour self-recruitment could be particularly strong for amphidromous
species as shown for fishes (Sponaugle et al., 2002; Strathmann et al., 2002). Similar homing
behaviours have been suggested for the larvae of amphidromous shrimps and snails (Benstead et
al., 2000; Haynes, 2000; Crandall et al., 2012). Such larval retention could result in limited
realized dispersal and pronounced genetic structure among archipelagos. However, weakly
swimming veliger larvae of amphidromous lineages have a Pelagic Larval Duration (PLD) that is
estimated to be from a few weeks to a few months, by size-frequency distributions analysis and by
growth lines counting (Scheltema, 1971; Underwood, 1975; Kano, 2006; Crandall et al., 2010).
Freshwater species with an amphidromous life cycle and marine species with a pelagic larval stage
exhibit higher dispersal abilities and potentially a lower degree of population structure than strictly
freshwater species or marine species of low vagility (Allibone & Wallis, 1993; Doherty et al.,
1995; Cook et al., 2009; Crandall et al., 2010). Genetic studies confirm that larvae from
amphidromous lineages are capable of pelagic dispersal across broad expanses of open ocean
(Hodges & Allendorf, 1998; Myers et al., 2000; Crandall et al., 2010). In the South Pacific, neritid
larvae are much more likely to encounter a reef or atoll than a high island with freshwater streams,
and as such there are more stepping-stones to facilitate dispersal in marine species than
amphidromous species (Crandall et al., 2012). Consistent with this high dispersal potential, genetic
structure within high-island archipelagos is low or non-existent in amphidromous Neritid and
Neritiliid snails (Hodges & Allendorf, 1998; Myers et al., 2000; Kano & Kase, 2004), suggesting
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that populations of amphidromous species are genetically structured at scales similar to fully
marine species. Species persistence in these island freshwater systems (i.e. amphidromous
gastropods, fishes and crustaceans) partially depends on colonisation or recolonisation events. This
is influenced by the proximity of environments, species dispersal capacities, island biogeography,
and the presence of favourable oceanic currents (Murphy & Cowan, 2007; McDowall, 2007;
Crandall et al. 2010; White et al., 2010; Lord et al., 2012; Castelin et al., 2013). An important
finding of these last population genetic studies has been the identification of a certain degree of
spatial genetic structuring among biogeographic provinces, reflecting the effectiveness of
biogeographical barriers for limiting larval dispersal.

As the planktotrophic larvae of amphidromous species must settle in a rare, unstable habitat,
they could be selected for the ability to delay metamorphosis and extend their planktonic life
indefinitely (‘death before dishonor’ hypothesis, Bishop et al., 2006), (Crandall et al., 2012).

PHYLOGEOGRAPHY AND BARRIERS TO DISPERSAL

Oceans are partitioned into biogeographical provinces, which are recognized by habitat
discontinuities (Briggs, 1974; Gaither et al., 2010; Lord et al., 2012). Physical entities separate
these biogeographical provinces, and these barriers have been intermittently shaping species
distribution and intraspecific population structure over time. These barriers mainly act on species
displaying dispersal potential through the marine environment as larvae, juveniles or adults
(Gaither et al., 2010, 2011). This is, for example, the case for many fishes (Gaither et al., 2010;
2011; Winters et al., 2010; Lord et al., 2012) and invertebrates (Lavery et al., 1995, 1996; Barber
et al., 2002; Lessios et al., 2001, 2003) across the Indo-Malay archipelago, widely recognized as
the Indo-Pacific Barrier (IPB; an intermittent barrier of throughflow current and chain of islands,
depending on sea level fluctuations over geological time scale) that separates the Indian and the
Pacific Oceans. Some marine organisms however lack any structure across the IPB (Bowen et al.,
2001; Lessios & Robertson, 2006; Horne et al. 2008) suggesting different evolutionary histories
and dispersal capabilities between organisms.

Crandall et al. (2010) undertook a large-scale population genetic study on two species of
amphidromous gastropods (Neritina canalis and Neripteron dilatatus) distributed from the
Philippines to Eastern Pacific locations. Sampling localities for this study are islands in the West
Pacific archipelagos of Vanuatu, Fiji and Samoa, and the Society and Marquesan archipelagos in
the Central Pacific. A 658-bp region of mitochondrial cytochrome oxidase | (COI) was amplified.
Both species show no evidence of genetic structure within Vanuatu, Samoa and Fiji archipelagos,
which promotes long-distance dispersal abilities. But, while N. dilatatus showed no evidence of
regional structure between western Pacific locations and Polynesia, authors found a strong genetic
structure in the amphidromous gastropod N. canalis. Similar results on other amphidromous
species suggest that unstable freshwater habitats promote long-distance dispersal capabilities.
Hodges & Allendorf (1988) studying the population genetics of the endemic Hawaiian freshwater
amphidromous gastropod Neritina granosa, showed that gene flow was substantial and was
generally sufficient to maintain similar allele frequencies among stream populations. However,
significant heterogeneity among populations was observed and was due primarily to three
geographically disparate streams.

RECRUITMENT AND UPSTREAM MIGRATION
After a few weeks spent at sea metamorphosed juveniles recruit at river mouths and then

migrate (often over 10 km) upstream where they spend the rest of their life (see Kano et al., 2011,
fig. 307). Massive upstream snail migration has been hypothesized to be density and body size
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dependent and juvenile forms have been observed to move together in long lines and / or dense
aggregations (Schneider & Frost, 1986; Schneider & Lyons, 1993; Brasher, 1997; Kobayashi &
Iwasaki, 2002; Pyron & Covich, 2003; Blanco & Scatena, 2005; Hau, 2007; Kano, 2009; Gorbach
et al., 2012). Such migrations of freshwater neritids were reported for example in Hawaii (Ford,
1979; Ford & Kinzie, 1982 ;Hau, 2007), Costa Rica (Schneider & Frost, 1986; Schneider &
Lyons, 1993), Japan (Nishiwaki et al., 1991a; Hirata et al., 1992 ; Kano, 2009), French Polynesia
(Resh et al., 1990, 1992; Liu & Resh, 1997), and Puerto Rico (Pyron & Covich, 2003; Gorbach et
al., 2012).

Among them, Schneider & Frost (1986) reported the first gregarious upstream migrations of
freshwater snails Neritina latissima, in the Rio Claro, a small coastal river in Corcovado National
Park, Costa Rica. Snails migrated in narrow lines up to 32 meters long, containing thousands of
snails. The migration covered over 1 km of the stream. In Hawaii, after the pelagic larval stage,
Neritina granosa recruits at a stream mouth and begins an upstream migration until finding adult
habitat (Ford, 1979; Way et al., 1993; Hau, 2007 ; Gorbach et al, 2012). During the upstream
migration, juveniles (6 mm) of Neritina granosa grow to about 9 mm over several months; growth
then continues at a rate of 1-3 mm year™, slowing until they reach a mean maximum adult length
of 29 mm (Brasher, 1997). Ford (1979) suggested a 10-year lifespan, while studies undertaken by
Brasher (1997) implied a 6- to 10-year lifespan, and Gorbach et al. (2012) confirm a potential
lifespan > 10 years, after they recovered tagged snails in Kinihapai Stream, Maui, in 2009 that
were released in 1994. The upstream movement of this species has been reported by Hau (2007). It
appears to be influenced by several factors. In general, there is limited upstream movement in
diverted streams because of intermittent stream flows. Migration lines appear to be an efficient
way to move en masse during times of increasing stream flow. The tendency of hihiwai to
aggregate and form lines and mucus trails was observed. Several migrating hihiwai were found
carrying smaller ones. This “hitch-hiking” behaviour was also reported for Cochliopina tryoniana
migrating with Neritina latissima in the Rio Claro in Costa Rica (Schneider & Lyons, 1993). Kano
(2009) reported another example of ‘hitch-hiking” behaviour in the Neritid snail Neritina
asperulata which appears to travel several kilometres as minute juveniles by firmly attaching to
the shells of congeneric, subadult snails in streams of Melanesian Islands, presumably to increase
the success rate of migration.

Published studies of Neritids species migrating en masse or in long lines under natural
situations suggested that Neritina granosa could migrate above stream diversions within 72 days-
2.5 years (when in an aggregation) and 29 days-1.1 years (when following in long lines of
individuals) (Gorbach et al., 2012). Mean upstream migration rate of N. granosa in Hawaii was
0.25, 0.66 and 1.16 m day™ under reduced flow, natural flow and natural flow with increased snail
density, respectively (Gorbach et al., 2012).

Mark-and-recapture studies in northeastern Puerto Rico suggested that neritid gastropods are
more active and travel longer distances during given periods of the year and that upstream
migration may be seasonal (Pyron & Covich, 2003). However, other one-year mark-and-recapture
study on a Neritid Gastropod in southern Japan showed no seasonal occurrence of upstream
migrations, nor seasonal changes in mean distance movement (Nishiwaki et al., 1991a) ; the
movement distance of Clithon seems longer in spring to summer (June to September). Another
study in the same area showed that maximum travel distance varies over the year, being greater
during the period of high water temperature between April and August (Hirata et al. 1992; Blanco
& Scatena, 2005). Blanco & Scatena (2006, 2007) concluded that younger snails prefer fast,
turbulent and erosive habitats and that densities were greater in deep habitats with heterogeneous
substrata, thus indicating that migration might ultimately be influenced by stream discharge and
channel hydraulics.

Blanco & Scatena (2005) observed in Puerto Rico massive upstream migrations of N.
virginea (500-3000 ind/m?). While aggregations occurred at random time intervals, they were
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clumped during rainy periods. Migratory aggregations consisted mostly of small individuals (5-7
mm). N. virginea density and size dynamics differed between reaches as a function of habitat
hydraulics. While juveniles used the stable riffle as a permanent habitat and preferred passageway,
they also used an adjacent, unstable reach after storm events. Upstream migrations are relatively
frequent (once every 15 days), promoted by floods, and are strongly influenced by reach-level
habitat stability (Blanco & Scatena, 2005).

Gorbach et al. (2012) suggested that upstream migration of Neritids relates to the search for
food and space (Paulini, 1963), predator avoidance (Schneider & Lyons, 1993; Blanco-Libreros &
Arroyave-Rincon, 2009), a response to accidental downstream drift (Schneider & Frost, 1986),
constraints imposed by body architecture and hydrodynamics (Haynes et al., 1985; Way et al.,
1993; Huryn & Denny, 1997), the availability of breeding sites (Soderstrom, 1987) and variation
among adults and juveniles in tolerance of physical factors such as salinity and temperature (Pyron
& Covich, 2003). For some authors, the energy cost of migration is compensated by lower
predation pressure in the upper reaches of streams and by the increased upstream availability of
food for these animals, all of which graze on microalgae (Schneider & Lyons, 1993; McDowall,
2007). Schneider and Lyons (1993) proposed that upstream migrations of Neritids in a Costa
Rican stream were related with increased fish predation in the estuary. Small-sized individuals
were more abundant within migratory groups, and they were also more responsive to the presence
of predators, as similarly observed in other freshwater Gastropods (Alexander & Covich, 1991).
The distribution of predatory fish, and the quantity and quality of periphytonic food (Johnson &
Brown, 1997; Biggs & Smith, 2002) can also be correlated with the spatio-temporal variations in
discharge and water velocity (Blanco & Scatena, 2005).

The microdistribution and abundance of freshwater gastropods were studied by Liu and Resh
(1997) in lower reaches of three streams on Moorea, French Polynesia. Seven species were
examined; five species are in the Neritidae, the latter two in the Thiaridae. Most Gastropod species
had higher densities during Austral Fall with higher densities being found in riffle than in pool
habitats. No relationship between substrate type and either species presence-abundance or shell
size was observed. Their study indicated that velocity, depth, and substrate roughness were
determinants of gastropod abundance for some species within these streams.

Finally, habitat partitioning sustains dozens of species in a single river system. Distance from
the river mouth, water velocity, salinity and riverbed condition are the primary factors that
determine species composition at a certain area of rivers and streams. At a smaller scale, a
different set of species occupies a different type of microhabitats (e.g. stream mouth, estuary,
cascades, rapids) in a short stretch of rivers (Kano et al., 2011).

CONSERVATION

Freshwater Neritids in tropical islands have developed a specific life cycle. This group of
Gastropod is highly diverse, mainly in the Indo-Pacific area. The mechanisms explaining the
distribution of amphidromous species (e.g., neritids, fishes) and including larval production,
retention, dispersal, and recruitment to freshwater are governed by both biological and
physiological processes (Murphy & Cowan, 2007; Crandall et al., 2010). Seasonal variables (e.g.
rainfall, drought, floods, typhoons), channel substratum, distance from the ocean, flow hydraulics
and water depth may affect migration at different spatial scales (Way et al., 1993; Pyron &
Covich, 2003; Blanco & Scatena, 2005) and have a major impact on the survival of populations:
biological events such as reproduction, spawning, and the dispersal of larvae, are dependent on
these events and are synchronized with them (Keith, 2003; Lord et al., 2012). On the islands, the
impact of humans on aquatic habitats is highly significant, particularly on estuarine habitats which
are crucial to amphidromous species. Thus Bell (2009) and Cook et al. (2012) have shown that
lower reaches of rivers may be more important areas than upper reaches of rivers for conservation
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of amphidromous species. These have to undertake two migrations between freshwaters and the
sea. The success of such a life cycle — i.e. on the one hand for larvae’s downstream migration after
hatching, and on the other hand for the post-larval and juvenile upstream colonization after
recruitment in freshwaters — depends on maintaining the mountain-ocean corridor open to allow
movements between both habitats (Radtke et al., 2001; Keith, 2003). The current state of
knowledge on amphidromous Neritids’ life cycle (biology, ecology), the length of the larval phase
and the part it plays in the dispersal of larvae, will directly apply in matters of management and
conservation. Anthropogenic alterations of the environment such as water withdrawals, channel
modifications, deforestation and sewage inputs may have an impact on the performance of species,
on their ability to find adequate food and to colonize the streams in altitude (Gorbach et al., 2012).
Nerites require hard substrata for their grazing and they cannot be found on mud bottom in
estuaries. Man-made developments on these streams can alter larval dispersion and therefore the
recruitment success (Brasher, 2003). Indeed, diversions and dams are responsible for modified
flow regimes, fragmented populations, obstructed breeding migrations and the loss of navigational
cues (Drinkwater & Frank, 1994; Crowe, 1996; Benstead et al., 1999; Pringle et al., 2000;
Dudgeon, 2003).

In other words, the lack or a reduced number of new recruits of amphidromous Neritids might
serve as an indicator of long-term health of estuaries (Burris et al., 1990). With their large
biomass, elimination of the Neritids may result in food-web alternation in a river system (Kano et
al., 2011).

The current state of knowledge on tropical freshwater Neritids’ life cycle is of direct
relevance for management and conservation (Radtke et al., 2001; Keith, 2003). But, in addition to
the scarcity of knowledge on their life history traits, species taxonomy has not been adequately
resolved and boundaries between intra- and interspecific variation should be clarified for many
taxa (Hidaka & Kano, 2014).
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Résumeé : Les rivieres des systémes insulaires de la région Indo-Pacifique abritent de
nombreuses espéces d’organismes migrateurs qui sont les seules espéces capables de
coloniser naturellement les cours d'eau. Les stratégies de dispersion de ces organismes
diadromes représentent un moteur essentiel de la structuration et de la persistance des
communautés allant de I'échelle locale du cours d’eau, d’'une ile ou d’'un archipel, a I'échelle
régionale. En raison de l'isolement, les populations locales n’assurent leur pérennité qu’en
maintenant une dispersion marine forte, permettant la colonisation de milieux nouveaux et un
recrutement indépendant des conditions locales de reproduction.

Chez les mollusques Gastéropodes, la famille des Neritidae est constituée d’espéces
diadromes amphidromes a répartition restreinte et d’espéces a plus large répartition. Nous
avons essayé, par I'étude des traits de vie de ces espéces, de contribuer, notamment, a la
compréhension des facteurs qui régulent la dispersion et le recrutement, afin d'aider a la
gestion durable de ces taxons et de leurs habitats, et ce dans un contexte de changement
global et d'anthropisation croissante. Aprés avoir effectué la synthése des connaissances
actuelles sur les nérites amphidromes, nous avons réalisé une révision taxinomique du
complexe 'Neritina pulligera' et étudié la phylogéographie de deux espéces, N. stumpffi et N.
canalis, a l'aide du barcoding moléculaire et d'études morphologiques. Nous avons ainsi mis
en évidence la présence d'espéces cryptiques au sein du complexe étudié, et le réle de deux
barriéres biogéographiques régulant la circulation des larves, la premiére entre le Pacifique
ouest et le Pacifique central, la seconde entre I'océan Pacifique et I'océan Indien. Enfin, notre
travail a également ouvert, a travers le marquage vital et la microchimie, des perspectives
intéressantes dans I'étude de l'opercule qui pourrait étre utilisé comme outil multiusage et
archive environnementale permettant de décrypter les traits de vie des nérites.

Mots-clés : Amphidromie, eau douce, Indo-Pacifique, insulaire, Neritidae, Neritina,
phylogénie, phylogéographie, sclérochronologie, taxinomie, traits de vie.

Title : Amphidromy and phylogeography of freshwater Neritidae (Mollusca: Gastropoda) of
the Indo-Pacific

Abstract : Rivers in Indo-Pacific islands are colonised by diadromous species, and as
migrating species, they are the only ones capable of naturally colonising insular freshwaters.
Dispersal strategies of these diadromous species are essential for the colonisation and the
persistence of freshwater communities at a local scale, but also at the island and regional
scales. Because of their isolation, local populations can only be perennially maintained by an
important marine dispersal, allowing the colonisation of new environments with a recruitment
independent from the local reproduction conditions.

Within the gastropod molluscs, the Neritidae family is composed of diadromous
amphidromous species; there are widespread species and others have a more restricted
distribution area. By analysing life history traits of these species, we contributed to the
understanding of the factors regulating dispersal and recruitment. In the context of global
change and rising human impacts on the environment, our results will bring knowledge for the
sustainable management of these taxa. After having synthesised the present knowledge on
amphidromous neritids, we undertook the taxonomic revision of the ‘Neritina pulligera’
complex. We also studied the phylogeography of two species, N. stumpfii and N. canalis by a
molecular barcoding approach. Our results show the presence of cryptic species within the
complex studied. We also show that there are two biogeographic barriers, one between the
West Pacific and the Central Pacific, and the other between the Indian and the Pacific oceans,
playing an important role in the regulation of oceanic larval circulation. Finally, our work on the
vital marking and the microchemical analysis of the operculum, has given rise to new
interesting research perspective. Indeed, the operculum could be used as an environmental
archive allowing deciphering some life history traits of this group.
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