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Résumé

Ce travail vise trois principaux objectifs : 1) décrire la biologie de la reproduction d’Echinaster
sepositus et d’Ophioderma longicaudum ; 2) réaliser une analyse génétique morphologique et
morphométrique, et phylogéographique d’Ophioderma ; et en fin 3) décrire la structure fine du
tégument, tentacules, podia et papilles d’Holothuria santori afin d’identifier d’éventuelle cellules
sensoriales impliquées dans la photorection. Les échantillons sont collectés de Salamndre et Stidia
a I’ouest de la cote algérienne.

La population d'E. sepositus se caractérise par une dominance des males. Six stades de maturité
sexuelle sont détectés : développement, prématuré, mature, partiellement pondu, post-ponte et
récupération. Elle a un cycle de reproduction annuel avec une longue période de ponte qui s'étend
de juillet a novembre. Il a été démontré que ce cycle est largement influencé par des facteurs
environnementaux tels que la température et la photopériode.

L'analyse génétique des échantillons d’Ophioderma montre que la population algérienne
appartient au cluster 3 (O. longicaudum). Cette population a montré une forte variabilité
morphologique entre les individus analysés. La majorité ressemble a O. hybridum, puis a O.
zibrowii et O. longicaudum. Peu d'individus ressemblent a O. africanum ou a O. guineense.
L’analyse morphométrique révele un gradient de taille en allant vers 1’ouest et enfin, les analyses
phylogéographiques ont révélé des différences genetiques significatives dans les frequences des
haplotypes entre les régions et entre les populations, ainsi qu'une tendance d’isolement génétique
en fonction de la distance. La diversité génétique, la plus élevée, est enregistrée dans deux
populations mediterranéennes (cotes espagnole et maltaise) et la plus faible dans l'une des
populations algériennes (Sud-Ouest de la Méditerranée). L’étude du développement gonadique sur
une période d’un an a été menée pour identifier la saison de ponte et vérifier la possible présence
de spécimens en période de couvaison. Les résultats montrent que la majorité des individus ont
pondu entre juillet et ao(t. Cependant, certains spécimens se sont reproduits en mars, en dehors de
la période principale de ponte. Ce résultat, associé a la faible diversité génétique de cette
population, indique que ces spécimens sont potentiellement issus d’une hybridation entre les
especes de I’ancien complex d'O. longicauda.

L'ultrastructure du tégument de H. sanctori montre que tous les organes sont enveloppés d'une fine
couche appelée cuticule. Les cellules qui composent I'épiderme different d'un organe a l'autre, mais
elles sont toutes imbriquées les unes dans les autres. Le tégument a une consistance importante
offerte par ses cellules de soutien. Les tentacules buccaux sont caractérisés par un processus senso-
adhésif qui leur permettent de détecter et de collecter la nourriture, tandis que les podia se
distinguent par un systeme duo glandulaire adhésif-déadhésif qui aide les podia a adhérer ou a se
désadhérer au substrat. Les papilles sont intensément innervées, ce qui les qualifie d'organes
sensoriels.

Mots-clés : Echinaster sepositus, Ophioderma longicaudum, Holothuria sanctori, Indice
gonadosomatique, Histologie, Espéces cryptiques, Diversité génétique, Couvaison, Ponte,
Epiderme, Tissu conjonctif, Mésothélium, Nerf, Appendice



Abstract

This work has three main objectives: 1) to describe the reproductive biology of Echinaster
sepositus and Ophioderma longicaudum; 2) to analyse the morphology, morphometry and
phylogeography of Ophioderma; and finally, 3) to describe the fine structure of the integument,
tentacles, podia and papillae of Holothuria santori in order to identify any sensory cells involved
in photorection. Samples were collected from Salamndre and Stidia on the western coast of
Algeria.

The population of E. sepositus is characterised by male dominance and six stages of sexual
maturity: development, premature, mature, partially spawned, post-spawning and recovery. It has
an annual reproductive cycle with a long spawning period extending from July to November. It
has been shown that this cycle is largely influenced by environmental factors such as temperature
and photoperiod

In the Ophioderma longicaudum species complex, previous studies identified six genetic clusters
Genetic analysis of Ophioderma samples shows that the Algerian population belongs to cluster 3
(O. longicaudum). This population showed high morphological variability among the individuals
analysed. The majority resemble O. hybridum, followed by O. zibrowii and O. longicaudum. Few
individuals resemble O. africanum or O. guineense. Morphometric analysis reveals a size gradient
towards the west, and finally, phylogeographic analyses revealed significant genetic differences
in haplotype frequencies between regions and between populations, as well as a tendency towards
genetic isolation based on distance. The highest genetic diversity was recorded in two
Mediterranean populations (Spanish and Maltese coasts) and the lowest in one of the Algerian
populations (south-western Mediterranean). A study of gonadal development over a one-year
period was conducted to identify the spawning season and verify the possible presence of
specimens in the brooding period. The results show that the majority of individuals spawned
between July and August. However, some specimens reproduced in March, outside the main
spawning period. This result, combined with the low genetic diversity of this population, indicates
that these specimens are potentially the result of hybridisation between species of the ancient O.
longicauda species complex.

The ultrastructure of the integument of H. sanctori shows that all organs are enveloped in a thin
layer called the cuticle. The cells that make up the epidermis differ from an organ to another, but
they are all interlocked with each other. The integument has a significant consistency provided by
its supporting cells. The oral tentacles are characterised by a senso-adhesive process that allows
them to detect and collect food, while the podia are distinguished by a duo glandular system
“adhesive-deadhesive” that helps the podia adhere to or detach from the substrate. The papillae
are intensely innervated, which qualifies them as sensory organs.

Keywords: Echinaster sepositus, Ophioderma longicaudum, Holothuria sanctori, gonadosomatic
index, Histology, Cryptic species, Genetic diversity, Brooding, Spawning, Epidermis, Connective
tissue, Mesothelium, Nerf, Appendage.
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Nerf longitudinal ; g : Structure du mésothélium ; h-j : Micrographie TEM de I'épiderme du
bourgeon. AL : lumiére ambulacraire ; B : lame basale ; C : cilium ; CU : cuticule ; DTC :
tissu conjonctif dense ; E : épiderme ; EC : cellule épidermique ; ER : réticulum
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Introduction génerale

Les échinodermes comprennent environ 7612 espéces (WORMS 2024), ce sont des organismes
exclusivement marins, a I’exception de 1’holothurie apode Protankyra similis, qui vit dans les eaux
saumatres (Puranik et Bhate 2007). Ces invertébrés marins sont principalement benthiques, en
grande partie sessiles ou peu mobiles. 1ls occupent tous les habitats : de la zone intertidale aux
abysses, tous les types de substrats et tous les échelons trophiques de prédateur clé de voute a
détritivore, voire nécrophage. lls sont connus par la complexité de leurs fonctions, que ce soit en
termes d'alimentation, de croissance, de stratégies, de rythmes et de modes de reproduction.

Les études sur les cycles de reproduction de diverses especes d’échinodermes ont permis non
seulement de suivre leurs cycles biologiques, mais aussi de comprendre I’intervention des facteurs
environnementaux tels que la température, la photopériode, le cycle lunaire et la disponibilité de
nourriture (Mladenov 1995 ; Soualili 2008 ; Villamor et Becerro 2010 ; Russell 2013 ; Bernay-
Alfonzo et al. 2017 ; Pirog et al. 2019 ; Slimane-Tamacha et al. 2019 ; Elakermi et al. 2021 ;
Mezali et al. 2022). Toutes ces études représentent sur le plan commercial, une base robuste pour
réglementer les marchés des espéces exploitables (détermination de la taille commerciale et de la

période de repos biologique) et de gérer de maniére durable les stocks naturels.

L’identification des échinodermes constitue un enjeu pour les scientifiques en raison : de leurs
grandes variabilités morphologiques, I’hybridation entre les espéces et de I’apparition d’espéces
cryptiques, en particulier chez les ophiures telles que Acrocnida brachiata (Muths et al. 2006 ;
Stohr et Muths, 2010), Amphipholis squamata (Sponer et Roy 2002 ; Boissin et al. 2008),
Ophiocoma erinaceus (O’Hara et al. 2004), Ophiactis savignyi (Roy et Sponer 2002),
Macrophiothrix longipeda et Ophiothrix trilineata (Hoareau et Boissin 2010), Asteronyx
(Okanishi et al. 2018) et Amphiura belgicae (Sands et al. 2024). Une classe tres diversifiée et une
composante majeure de la faune benthique telle que Ophiuroidea, intéresse de plus en plus les
chercheurs car elle constitue un taxon modele (Bickford et al. 2006 ; Alitto et al. 2018) pour
I’analyse des schémas mondiaux de la diversité spécifique, de processus de spéciation, de la

délimitation des especes, de la structuration et de I’évolution des especes et des populations.

Depuis quelgues années, O. longicauda s'est révélé étre un complexe d'especes composé de cing
especes, présentant une morphologie trés variable et deux stratégies de reproduction : la couvaison
et la ponte (Stohr et al. 2009, 2020, Weber et al. 2014, 2015, 2017, 2019). Weber et al. (2019) ont

identifié six groupes génétiques sur la base d'analyses multilocus de 89 spécimens issuent de 12
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localités situées entre le Sénégal et le Liban, a partir de 30 loci nucléaires et d'un locus
mitochondrial. Stéhr et al. (2020), sur la base de ces groupes génétiques et d'une étude
taxonomique et morphologique, ont décrit quatre nouvelles especes correspondant a cing clusters
génétiques : O. longicaudum, O. guineense et O. africanum consédirées comme des espéces
pondeuses et habitent la cOte ouest-africaine (mis & part O. longicaudum qui existe en
mediterrannée et I’ouest altantique). En revanche, O. zibrowii et O. hybridum consédirées comme
des especes couveuses, mais aucune observation concernant la reproduction d’O. hybridum n'a été
rapportée a ce jour pour cette espéce. O. zibrowii et O. hybridum n'ont été trouvés qu'a I'est du
détroit siculo-tunisien, donc exclusivement en Méditerranée orientale. Bien que la délimitation de
ces especes ait été principalement génétique, des distinctions morphologiques ont également été
documentées (Stohr et al. 2020). A ce jour il n’existe aucune information sur les espéces
d’Ophioderma qui existent sur les cotes nord africaine (excepte la Tunisie) y compris les cotes
algériennes, que ce soit génétique, morphologique ou méme reproductive. Cela révele un
important déficit de données concernant ces especes pourtant trés communes dans I’ensemble de
la Meéditerranée. Cette lacune souléve plusieurs interrogations a propos de la population
algérienne, que ce soit en termes de composition spécifique, de caractéristiques morphologiques

ou encore de différences et similitudes avec les populations déja étudiées.

Les études sur I’anatomie des espéces marines constituent une base fondamentale pour la
compréhension de 1’évolution, le fonctionnement, les adaptations et le comportement des especes
dans leur habitat naturel. Par exemple la perception de la lumiére qui est I'une des capacités
sensorielles les plus importantes chez les échinodermes. Elle intervient dans la vision, les
migrations diurnes, I’évasion des prédateurs et les rythmes circadiens. Ces fonctions variées
peuvent étre assurées par une grande diversité d’organes photorécepteurs, qui ont évolué au cours
de I’évolution de 1’animale (Cronin 1988 ; Arendt 2003 ; Ullrich-Liter 2011). Les études menées
dans ce contexte demeurent encore limitées en raison de la complexité des approches exploratives
qui impliquent a la fois des investigations comportementales, génétiques et histologiques. Les
études effectuées se focalisaient principalement sur les astérides (Johnsen 1997 ; Gam et Nilsson,
2013 ; Petie et al. 2018), les échinoides (Delroisse et al. 2013 ; Kirwan et al. 2018) et les ophiures
(drolet et al. 2004 ; Delroisse et al. 2014 ; 2015 ; 2016 ; 2017 ; Pjeta et al. 2020 ; Sumner-Rooney
et al. 2020). Chez les Holothuroidea peut de choses sont connu sur ce domaine, seules deux études
sur la photoréception ont été réalisées : la premiére de Yamamoto et Yoshida (1978) sur I’apodide
synaptidae, Opheodesoma spectabilis et la deuxiéme par Liu et al. (2020) sur le Synallactide

Stichopodidae, Apostichopus japonicus. Ces études dévoilent la présence des ocelles sur la partie
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distale du stem tentaculaire, que les individus albinos sont moin sensibles a la lumiére et que les

papilles, les podia et les tentacules contiennent des ARN spécifique d’opsines. Mais aucune étude

n’est destinée aux Holothuriidae tel que H. sanctori, portant cette espéce adopte un comportement

tres énigmatique vis-a-vis de la lumiere (Obs. personnel KM).

Le présent travail s’articule autour de quatre axes : la reproduction, I’identification génétique et

morphologique, la phylogénie et I’anatomie de trois modéles expérimentaux appartenant aux trois

classes d’échinodermes : Echinaster sepositus (Retzius, 1783) pour les Asteroidea, 1’ancien

complexe d’espéces d’Ophioderma longicauda (Bruzelius, 1805) pour les Ophiuroidea et en fin

Holothuria (Platyperona) sanctori Delle Chiaje, 1823 pour les Holothuroidea.

1)

2)

3)

Le premier axe, vise a établir le schéma de la reproduction et de la gamétogenése de la
population d'E. sepositus ainsi que I’influence des facteurs environnementaux sur son cycle
biologique dans la c6te de Mostaganem ;

Le deuxiéme axe se concentre sur une étude de : la génétique, la morphologie et la
morphométrie de la population ouest algérienne d’Ophioderma, en utilisant deux
marqueurs génétiques a savoir le COI et le EF1, les critéres d’identifications établis par
Stohr et al. (2020) et des méthodes statistiques ont été utilises ;

Le troisieme axe, portera sur 1’étude de la phylogéographie d’O. longicaudum, intégrant
les nouvelles données de la reproduction de la population de la céte ouest algérienne. Cette
population est d’une importance particuliére en raison de sa localisation a la limite entre la
mer d'Alboran (a quelques kilomeétres du front Almeria-Oran) connue par sa similitude
avec I'Atlantique (Patarnello et al. 2007) et le bassin algérien connu par ses fluctuations (El
Ayari et al. 2019), 1’étude se base sur :

a) Une caractérisation phylogéographique de la population algérienne (de
Mostaganem) en incluant toutes les populations d’Ophioderma étudiées
précédemment, afin d'identifier de barrieres génétiques putatives entre les
populations de I’ancien complexe d'O. longicauda, entre la Méditerranée et
I'Atlantique, ainsi qu'entre les différents bassins de la Méditerranée. Ainsi pour
compiler et harmoniser toutes les données génétiques disponibles sur cette espéce,
afin de synthétiser I'ensemble des connaissances sur la diversité génétique et les
phénoménes démographiques sur leurs aires de répartition ;

b) Enfin, nous apporterons de nouvelles données sur le cycle de reproduction de la
population algérienne afin de définir les périodes de ponte, ce qui pourrait fournir

des arguments pour delimiter les especes.
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4) Le quatrieme axe de recherche se focalise sur 1’anatomie, et a pour objectif de décrire
l'ultrastructure de différentes parties de la paroi du corps d’Holothuria sanctori, a savoir
les tentacules buccaux, les podia, les papilles, le tégument brun et les anneaux blancs
entourant les papilles (t¢gument blanc), afin de localiser d’éventuelles cellules sensorielles
impliquées dans la photoréception. Nous mettrons également I'accent aussi sur les
différences entre le tégument blanc et le tégument brun et effectuerons une analyse

comparative de sa structure fine avec celle d'autres holothuries précédemment étudiées.
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CHAPITRE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

29



l. Etude bibliographique

|.1 Apercu sur Echinodermata

1.1.1 Historique

Les échinodermes sont des animaux exclusivement marins connus depuis I’antiquité, les premiéres
références aux échinodermes sont retracées dans des textes anciens d'Aristote (384-322 av. J.-C.)
et de Pline I'Ancien (23-79 apr. J.-C.). Cette nomination grec echinos (épineux) et derma (peau) a
été attribuee pour la premiére fois aux Echinoidea par Jacob Klein (1734), faisant référence a la
peau recouverte de piquants caractéristique de ces animaux, ceci en raison des structures calcaires
épineuses incrustés dans leur peau (Hyman 1955 ; Samyn et al. 2006)

La premiére apparition des échinodermes remonte a I'ére Paléozoique, il y a environ 600 millions
d’années, ou les premiers échinodermes étaient trés primitifs ressemblant a des crinoides et des
échinodermes pédonculés (Figure 1) (David et al. 2000 ; Gall 2009) et occupaient la tranche
inférieure de la colonne d’eau, a proximité du fond (Vannier 2007). Entre le Paléozoique et le
Mésozoique ils étaient représentés principalement par les crinoides. En effet plus de 6000 espéces
de crinoides fossiles ont été décrites durant cette époque (Rouse et al. 2013), appartenant a environ
30 clades distincts (Deline et al. 2020). A la fin de la période permienne, la majorité des lignées
de crinoides se sont éteintes, comme I'a noté Hess (1999). Cependant les échinodermes en général
se sont rapidement diversifiés entre le Cambrien et le Silurien (de —540 a —430 millions d’années)
aux principaux groupes existants aujourd’hui, les groupes que nous reconnaissons aujourd'hui sous
le nom de Crinoidea, Asteroidea, Ophiuroidea et Echinoidea (David et al. 2009). La derniére classe
qui s’est différentié était les holothuries ou les premiers fossiles remontent a I’Ordovicien lors de
I'Evénement de Grande Biodiversification de I'Ordovicien (Reich 2010 ; Deline et al. 2020).
Durant le Trias moyen les échinodermes proliférent et amorcent les radiations adaptatives apres

I’appauvrissement en oxygene et 1’é1évation de la salinité des océans au début du trias (Gall 2009).
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II. Zone d’étude

Figure 1: Les echinodermes primitifs représentatif du Cambrien. A : Ctenocystoid ctenocystis; B :
Cinctan gyrocystis; C : Helicoplacoid helicoplacus; D : the Solute coleicarpus; E : Eocrinoid

gogia; F : Stromatocystitid edrioasteroid (Zamora et al. 2012).

1.1.2 Systématique

Les échinodermes ont été classifiés par des naturalistes et des scientifiques au fil du temps, au
premier lieu les Asterias, Echinus et Holothuria ont été classés sous le groupe Mollusca par
Linnaeus dans son Systema naturae (1758). Le nom Echinodermata a été évoqué par Bruguiere
(1791), comme un ordre dans la classe des Vermées avec cing autres ordres : Infusoria, Intestina,
Mollusca, Testacea et Zoophyta. En 1801, ils ont été considérés par Lamarck et cuvier (1817)
comme un ordre dans la classe des Radiata avec les mollasses (coelentérés médusoides). En 1847,
dans leur ouvrage sur lI'anatomie des invertébrés, Prey et Leuckart ensuite ils ont distingué les
échinodermes en tant que groupe a part parmi les autres grands groupes d'invertébrés (Mollusca,
Crustacea, Arachnida, Insecta, Vermes, Radiata et Polypi). Ce n’est qu’en 1854 ou Leuckart avait
constaté que Echinodermata doivent étre considérés comme une division principale distincte du
regne animal, et depuis les échinodermes sont considérés comme un embranchement distinct
d'invertébrés. Huxley en 1875, a proposé un groupe Deuterostomata pour tous les coelomates

Bilateria, qui renferme trois catégories : Enterocoela pour les échinodermes, les chaetognathes et
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II. Zone d’étude

les entéropneustes ; Schizocele pour les mollusques, les polycheétes, les arthropodes ; et Epicoela
pour les tuniciers et les Amphioxus. Goette (1902) a inclus les Chaetognatha, Enteropneusta,
Echinodermata et Chordata dans une catégorie qu'il a nommeée Pleurogastrica. Cuenot (1948) était
le premier qui inclut les groupes éteints des échinodermes. Jusqu’ici les chercheurs ont basé la
classification sur les comparaisons de morphologies et le positionnement des organes et étaient
hésitants quant aux origines des échinodermes, en raison de leur étrange symétrie penta-radiale.
Apreés le développement de la biologie moléculaire et I’embryologie, les échinodermes sont placés
dans les deutérostomes, mais ce placement des étres a symétrie radiale parmi ceux bilatéraux
demeure une source de confusion (Mooi et al. 2008). Actuellement, les échinodermes constituent
un embranchement a part du régne Animal, constitués de plus de 7 000 espéces vivantes, répartis
en 3 sous embranchements : Asterozoa renfermant deux classes : Asteroidea (les étoiles de mer)
et Ophiuroidea (les ophiures), Crinozoa représenté par la classe Crinoidea (les lys de mer) et
Echinozoa incluant Echinoidea (les oursins) et Holothuroidea (les concombres de mer) (Figure 2)
(Samyn et al. 2006 ; Davide et al. 2009).

Crinoidea
Feather stars
4
Asteroidea u.w(
Sea stars
Asterozoa -
(4‘
Ophiuroidea
\\ 4
\
. |
Brittle stars
Holothuroidea ,?‘ &
WO
WGP ‘
W j.'éﬁ
b Af it
2%
¥
Sea cucumbers
Echinozoa

Echinoidea Eg‘@ t

Sea urchins and
sand dollars

Figure 2: Arbre phylogénétique et représentants de I’embranchement des Echinodermes (Reich
et al. 2015 modifiee).
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1.1.3 Morphologie

Dans leur variabilité les cinq classes d’échinodermes, sont selon Koehler (1921) ; Samyn et al.
(2006) et Margulis (2009) réunis par quatre caractéristiques uniques, qui les distinguent des autres
invertébrés :

1) La symétrie pentaradiée (d’ordre 5), bien que parfois cette caractéristique soit masquée par
une symétrie bilatérale (comme le cas des concombres de mer) ;

2) Leur endosquelette constitué de nombreuses plaques calcaires (sclérites / spicules) ;

3) Le systéme aquifére, également connu sous le nom de systéme ambulacraire. Ce systéme
est composé d'un réseau de canaux internes interconnectés avec des prolongements
externes. Cette particularité est absente chez tout autre groupe animal et joue un role central
dans la locomotion et la nutrition de ces animaux ;

4) Enfin, leur tissu conjonctif, extrémement flexible, qui leur permet de modifier
volontairement et rapidement leur rigidité ;

5) La capacité de régénérer leurs organes internes et ou externes

1.1.3.1 Asteroidea

Les Astéries sont caractérisées par un corps aplati et des radius allongés ; ce qui leurs offre une
forme d’une étoile généralement a 5 bras ou des multiples de 5, déposés régulierement autour d’un
axe et soudés a I’insertion au disque. La longueur des bras peut dépasser 10 fois le rayon du disque,
ou bien trés courts formant un pentagone. La bouche et 1’anus (quand il existe) se trouvent au
centre du disque et en opposition (sur la face ventrale et dorsale respectivement).

La face dorsale constituée de plagques calcaires parties irrégulierement recouvertes de tégument.
Elles portent des épines, des granules ou des pédiculaires. La madréporite aussi se trouve sur la
face dorsale. Sur la face ventrale 5 rangés de podia s'étalent de la bouche a I’extrémité des bras.
La cavité ceelomique des bras est occupée chacun par une paire de saecum hépatique allongés et
ramifiés s'insérant sur 1’estomac remplissant ainsi la cavité du disque, et par une autre paire de
gonades qui sont connectées a 1’extérieur par 5 orifices génitales dorso-interradiares (Figure 3)
(Koehler 1921). Pour les femelles ce dernier est nommé : Oviducte et pour les males c’est

spermiducte (Benzait 2020).
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Figure 3: Anatomie externe et interne des étoiles de mer (Margulis 2009 modifiée).

1.1.3.2 Ophiuroidea

Les Ophiures présentent une organisation anatomique simple (Figure 4), elles ont un disque aplati
de forme arrondie, pentagonale ou écaillée et cing bras solides, minces, flexibles, parfois ramifiés,
et distincts contrairement aux étoiles de mer, en aucun cas sont soudés avec le disque. Les bras
peuvent étre lisses ou €pinés, reposant sur une rangée interne de vertebres ambulacraires fusionnés,
sans sillons ambulacraires, avec des podia réduits a de petites papilles, ils sont maintenus par quatre
séries longitudinales de plaques ou boucliers calcaires. Le nombre des épines varient de 1 a 15 par
articulation, leur longueur diminue du centre a la périphérie (1’épines centrale soit la plus longue),
les plus ventrales a savoir les écailles tentaculaires sont généralement immobiles d’une forme et
aspect différent des autres. La face dorsale du disque peut étre couverte de granules, plaques ou
d’épines et contient 5 paires de boucliers radiaux qui s’insérent a la base de bras. Sur la face
ventrale, le disque est souvent couvert de granules ou d’'une membrane. Les bras s’encastrent dans
le disque et s'étendent jusqu'aux coins de la bouche, avec la totalité de leurs composants, sur le
coté de chaque bras une ou deux fentes génitales s’incarnent. Au centre du disque, la bouche

s’installe composée de 5 machoires sous forme de triangle, couvert par des papilles orales et
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menues de rangés verticales de dents a I’intérieur, elle est entourée par 5 boucliers oraux, dont une
est plus grande, déformé et traversé par un pore constituant la madréporite, le bouclier oral est
bordé de chaque coté par un bouclier adoral (Koehler 1921 ; Hyman 1955 ; Margulis 2009).

Epine latéral

}
AR\ - -

()

Vertebre

.6"

Plaque latérale

Plaque ventrale

Epine tentaculaire Podia

Orifice génital

Machoire

Bouclier adorale

Bouclier orale

Figure 4. Anatomie externe des ophiures (Lefebvre 1999 modifie).

Tous les organes internes des ophiures (Figure 5) sont portés dans le disque dont la majorité de
I’espace interne est occupé par le sac digestif, dépourvue d’anus, 5 paires de gonades au niveau

des poches interradiales et étroitement accolées a ce dernier, connectés a I’extérieur par des orifices

génitales (Hendler 1991 ; Lefebvre 1999).
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Figure 5: Anatomie interne des ophiures (Lefebvre 1999 modifie).

1.1.3.3 Holothuroidea

Les holothuries ont un corps vermiforme, trés flexible, la bouche et ’anus sont situées aux deux
pbles opposés, leurs symétrie pentaradié est masquée par une symétrie bilatérale selon I’axe bucco-
aboral (Figure 6). La face ventrale appelée trivium est constituée de rangés de podia et la face
dorsale appelée bivium est constituée de papilles, le nombre des rangés varie selon le taxon. La
bouche, entourée d'un cercle de 8 a 30 tentacules. Les papilles et les tentacules sont des podia
modifiés constituant avec les podia, les cing canaux radiaires, la ou les vésicules de poli et les
canaux de sable le systeme aquifére, également appelé ambulacraire. Ce dernier contrble la
respiration, la locomotion et la réception sensorielle (Koehler 1921 ; Littlewood et al. 1997 ;
Samyn et al. 2006). Les holothuries ne possédent pas de squelette évident, il est réduit a une
couronne calcaire péripharyngienne appelée I’anneau calcaire et des corpuscules calcaires appelés
sclérites incrustés dans la paroi corporelle. Le premier est formé d'une alternance de plaques
radiales et interradiales, il constitue un cadre mécanique pour les tentacules. Les deuxiémes se
montrent sous différentes formes : plaques perforees, rigoureuses et symétriques, lisses ou munies
d'aspérités, de tubercules de batonnets droits ou arqués, simples ou ramifiés, pleins ou perforés.
Les deux sont caractéristiques et peuvent définir et classifier les espéces (Hyman et al. 1955 ;
Samyn et al. 2006 ; Pawson et al. 2010 ; Mezali 2013 ; Mezali et al. 2020 ; Mezali et al. 2021).
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Figure 6: Morphologie externe des holothuries (Purcell et al. 2012 modifiée).

A Dintérieur du corps (Figure 7) cinq bandes musculaires radiales longitudinales s’étalent a
I’intérieur du tégument de 1’anneau calcaire (sur la face orale) jusqu’au cloaque (sur face anale),
ces muscles compensent 1’absence du squelette. La cavité coelomique des holothuries est remplie
de liquide ccelomique et occupée par la plupart des organes a savoir le tube digestif, les arbres
respiratoires, les gonades et parfois les tubes de Cuvier (Samyn et al. 2006).

Les arbres respiratoires sont sous forme de systéeme arborescent apparié composés de tubules
ramifiés, occupant la partie postérieure de la cavité ceelomique, ils sont connectés a 1I’extérieur par
un conduit sur la partie terminale de I’intestin et aérés par des mouvements de pompage du cloaque
(Pawson et al. 2010).

Le tube digestif est sous forme d’un conduit qui fait une boucle en partant de la bouche vers
I'arriére, puis vers l'avant, puis de nouveau vers l'arriére pour se terminer a I'anus (Koehler 1921).
Les tentacules interviennent chez certains groupes dans la collecte des nutriments, I’cesophage est
soutenu par 1’anneau calcaire (Samyn et al. 2006). Le tube digestif se divise en trois parties :
foregut c’est la premicre partie apres 1’cesophage, responsable du stockage des sédiments, Midgut
responsable a la digestion et 1’absorption des nutriments et hindgut sert a éliminer les pelotes
fécales. Les parties terminales (Foregut et Hindgut) sont reliées a la paroi du corps par des
mésenteres. En plus de la digestion et I'absorption, le tube digestif peut également stocker les
lipides et les protéines, pour les utilisées pendant la période reproductive (Mezali 2008 ; Mezali et
Soualili 2013 ; Belbachir et al. 2014 ; Belbachir 2018). Le systeme reproducteur des holothuries
se compose d’une seule gonade sous forme d’une ou deux touffes de tubules ramifi¢s. Connectées
a la colonne d’eau par un gonopore placé au mésentére dorsal gauche (Conand 1989 ; Miller 2017).

Les tubes de cuvier, s’insérent sur la paroi du rectum, sous forme d’un faisceau de tubules trés
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fines, cylindriques, allongés de coloration blanche a jaune blanchatre, en cas de nuisance ou de
danger 1’holothurie expulse brusquement les tubules de cuvier en déchirant le cloaque. Au milieu
extérieur ces tubules deviennent plus volumineux et tres glutineuses de telle sorte qu'ils adhérent

fortement a tous les corps étrangers et peuvent emprisonner des animaux (Koehler 1921).
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Figure 7: Anatomie interne des holothuries (Purcell et al. 2012 modifiée).

I.1.4 Répartition et habitat

Les échinodermes sont des organismes exclusivement marins, qui ne supportent pas les faibles
teneurs de salinité (Massin et Vanden Spiegel 1990 ; Fisher 1987 ; Mezali 2008). Ils habitent tous
les écosystéemes marins, aux différentes latitudes, des tropiques aux régions polaires et dés la zone
intertidale aux zones hadales (Massin et Jangoux 1976 ; Conand 1994 ; Conand, 2006 ; Samyn et
al. 2006 ; Purcell et al. 2016).

1.1.4.1 Asteroidea
Les astéroides comme tous les échinodermes sont présents a toutes les profondeurs, dans tous les
océans du monde, mais c'est dans les régions tropicales de 1’ Atlantique et de 1'Indopacifique qu'ils

sont les plus diversifiés. En effet il existe un gradient descendant de diversité latitudinal vers les
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poles, avec toutefois une richesse plus faible dans I'Arctique que dans I'Antarctique (Blake 1990 ;
Mah et Blake 2012). Les étoiles de mer préférent les habitats difficiles, ils rampent sur les rochers,
coralligénes et les coquilles des mollusques, certaines espéces ont une affinité sciaphile, ils sont
donc rencontrés sous les surplombs et parfois dans les grottes tandis que d’autres préférent vivre
dans les fonds sableux ou vaseux (Tortonese 1965 ; Ruppert et Barnes 1994). Elles se tiennent
toujours sur leur face ventrale appliquée contre le fond, la locomotion s'effectue a l'aide des pieds
ambulacraires (Koehler 1921), certaines especes effectuent des mouvements tres longs pour se

déplacer sur le fond, d'autres adaptent I'enfouissement dans les sédiments fins (Fish et Fish 1989).

1.1.4.2 Ophiuroidea

Les ophiures sont bien figurées dans ’infralittoral et s'étendent jusqu’aux grandes profondeurs,
habitant souvent les fonds caillouteux, graveleux, hétérogenes ou s'enfouissent dans le sédiment
fin ou envasés, parmi les algues, dans les crevasses et sous les pierres comme une réponse négative
a I’exposition a la lumiére combinée a un degré élevé de stéréotropisme positif. Les ophiures sont
trés actives et lorsqu'ils sont dérangés, ils se déplacent rapidement de maniére caractéristique sans
ou avec une mineur intervention du systéme ambulacraire. Grace a leurs bras longs et flexibles,
les ophiures sont bien adaptées pour s'attacher a d'autres animaux, et en particulier 1’ordre

Euryalida qui sont habituellement trouvés enroulés autour de ceelentérés coloniaux (Hyman 1955 ;

Fish et Fish 1989 ; Lefebvre 1999).

1.1.4.3 Holothuroidea

Les holothuries sont généralement benthiques a I'exception de certaines Elasipodida qui sont
pélagiques (Conand 1994). IIs sont plus fréquents dans les fonds a substrat meuble a la surface ou
enfuit dans le sédiment d’une maniére temporaire ou permanente, mais ils peuvent étre rencontré
dans les fonds a substrat durs (Mezali 2008) sur les roches, les anfractuosités, les récifs coralliens
ou en épibioses sur des végétaux tel que I’herbier a Posidonia oceanica ou des invertébrés
(Francour 1989 ; Conand 1994 ; Mezali et al. 2006 ; Belbachir et al. 2014 ; Belbachir 2018). Les
océans Indien et Pacifique Ouest constituent les hotspot et le refuge principal (ou la diversité est
importante) des holothuries (Conand 1990). Les Holothuriida, une partie de Persiculida et
Synallactida sont essentiellement présents dans les zones tropicales, alors que les Dendrochirotida
sont plus fréquents dans les régions tempérées (Conand 1994 ; Purcell et al. 2012). Bien que les
holothuries sont relativement sédentaires, ils se déplacent en rampant sur le fond (Purcell 2017) et
ils peuvent méme effectuer de grand mouvement en rétractant leur muscles corporels (Conand

1991 ; Purcell et al. 2016), certaines espéces tempérées peuvent effectuer des migrations
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bathymétriques ou saisonnieres pour se reproduire (Francour 1989) d’autres présentent des
rythmes nycthéméraux marqués (phototactisme négative) ou bien un comportement

d'enfouissement associé a I'alimentation (Levin 1982 ; Muscat 1983 ; Conand 1994).

1.1.5 Nutrition

1.1.5.1 Asteroidea

Les étoiles de mer sont des consommateurs polyvalents qui figurent dans divers groupes
trophiques. lls sont considérés comme des prédateurs, herbivores et détritivores (Mah et Blake
2012). En effet leur régime alimentaire varie en fonction de la disponibilité locale de proies
(Tickell et al. 2022) néanmoins, elles sont considérées comme des carnivores, extrémement
voraces, qui se nourrissent d'un large éventail d'invertébrés tel que les oursins, les mollusques
bivalves mort ou vivants (Koehler 1921) et certaine espéce peuvent méme effectuer le
cannibalisme (Fish et Fish 1998).

L'alimentation des étoiles de mer peut avoir lieu par voie intra-orale ou extra-orale, ce dernier est
la plus courante (Jangoux et Lawrence 1982), ou I’individu retourne les lobes de I'estomac par la
bouche pour engloutir et avaler la proie (Fish et Fish 1989). La digestion s’effectue dans le lobe
stomacal extensible, qui se rétracte et se replie dans le corps une fois qu'il a capturé sa proie. Les
étoiles de mer, lorsquelles se nourrissent de bivalves, plient leur corps autour des deux valves,
utilisent leurs podia pour tirer dans des sens opposées, ce qui incite le bivalve a s'ouvrir. A ce
moment, I'étoile de mer évagine son sac stomacal (lobe), qui s'introduit entre les coquilles, entoure
I'huitre, puis la digere. (Koehler 1921).

1.1.5.2 Ophiuroidea

Selon Keledjian (2014) et Fish et Fish (1989) le comportement alimentaire des ophiures est
relativement mystérieux, elles adoptent toutes les stratégies alimentaires possibles : omnivores
opportunistes, suspensivores, détritivores, déposivore et prédatrices voraces. Les formes
carnivores se nourrissent principalement sur des proies vivantes, qu’elles 1’introduisent a 1’aide de
leurs bras (Koehler 1921). Les ophiures ont tendance a ingérer le matériel du fond avec leur
alimentation, selon Hyman (1955) leurs contenus stomacaux se composent de 75 a 90 % du
matériel de fond y compris des détritus, des diatomées, des foraminiferes, des dinoflagellés, des
Tintinnina, etc., entremélés de quelques proies animales, en particulier des polychétes et de petits
crustacés, moins souvent de jeunes échinodermes, des bivalves et dautres mollusques.
L’alimentation des especes suspensives consiste a capter la matiére organique de la colonne d’eau

et dans la direction des courants par les bras, leur régime alimentaire se compose essentiellement
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de phytoplancton (Diatomées et dinoflagellés) et de matieres détritiques organiques (Lefebvre
1999).

1.1.5.3 Holothuroidea

Le régime alimentaire des holothuries varie en fonction de leur environnement. Ils adaptent selon
leur physiologie alimentaire deux stratégies : ils peuvent étre suspensivores c’est-a-dire s’alimenter
sur les particules en suspension dans la colonne d’eau ou déposivores en se nourrissant sur la
matiére organique déposée sur la couche superficielle du fond marin (Hyman 1955 ; Jangoux et
Lawrence 1982).

Les suspensivores utilisent leurs tentacules pour collecter les nutriments uniquement de la colonne
d’eau et jamais du substrat, les tentacules adhérent les particules alimentaires par deux
mécanismes : le premier consiste a piéger physiqguement/ mécaniquement les particules
alimentaires entre les branches des tentacules et transportés jusqu'au pharynx et la fermeture de la
cavité buccale autour du stem garantit la rétention des aliments dans le pharynx lorsque le tentacule
est retiré. Le deuxiéme mécanisme qui est le principal consiste a coller les particules alimentaires
sur les bourgeons tentaculaires a I’aide d’une mati¢re adhérente qu’ils les secrétent (Smith 1983 ;
McKenzie 1987 ; Purcell et al. 2016 ; Pierrat et al. 2022). La capture des particules nutritif peut
étre passive ou active, dans la premiére I’holothurie collecte les nutriments suspendus dans la
colonne d’eau, la deuxieme 1’holothurie génere des microcourants par ses tentacules pour remettre
les nutriments en suspension (Singh et al. 1998). Les suspensivores ingérent des plantes
microscopiques tel que les diatomées, dinoflagellés et les algues unicellulaires et filamenteuses,
des animaux tels que des protozoaires, des nématodes, des ostracodes, des copépodes, des
cnidaires, des larves et des particules détritiques (Pawson et al. 2010).

La plupart des holothuries sont des déposivores, ils ingerent la matiére organique déposées sur le
fond, ou avalent le sédiment superficiel chargé de détritus non vivants et de micro-organismes
associes (Singh et al 1998 ; Bouland et al. 1982). Les déposivores captent les nutriments en
utilisant les mémes mécanismes (physiques et chimiques) que les suspensivore (Smith 1983). Les
déposivores se nourrissent des plantes (Algues, magnoliophytes, phytobenthos) mortes, vivantes,
ou en décomposition et des micro-organismes, tel que : les bactéries, diatomées, protozoaires,
cyanophycées, foraminiféres, les épiphytes sur les feuilles de Posidonia oceanica.

Puis ils excretent le sable débarrassé de ses éléments organiques sous forme de pelotes fécales.
(Belbachir et al. 2014 ; Purcell 2017 ; Belbachir et Mezali 2018 ; Belbachir et Mezali 2020 ;
Elakkermi et al. 2021).

41



II. Zone d’étude

1.1.6 Reproduction sexuée

1.1.6.1 Asteroidea

Les étoiles de mer adoptent différentes stratégies de reproduction notamment la reproduction
sexuée, asexuée et l’hermaphrodisme. La majorit¢ des étoiles de mer sont des especes
gonochoriques, qui se reproduisent sexuellement par fécondation externe. A 1’exception des
femelles couvantes les étoiles de mer ne présentent aucun dimorphisme sexuel. (Hyman 1955 ;
Lawrence 1987 ; Fish et Fish 1989 ; Chia and Walker 1991 ; Hendler et al. 1995 ; Benitez-
Villalobos et Martinez-Garcia 2012). 1ls renferment cing paires de gonades sous formes de touffes
de tubules ou de branches des grappes étalées dans la partie proximale des bras, pendant
I’accouplement les males appliquent leur face orale sur la face aborale des femelles avec alternance
des bras. Les étoiles de mer présentent un cycle de reproduction annuelle dont la ponte s’effectue
généralement pendant le printemps ou I’été dans les zones tempérées et tropicales (Hyman 1955).
Apres fécondation les étoiles de mer développent une larve planctonique connue sous le nom de
bipinnaria (Figure 8b). Cette derniére se deplace librement pendant plusieurs semaines dans la
colonne d’eau ensuite elle développe des bras courts, munis de cellules adhésives, que 1'on appelle
larves brachiolaires. La brachiolaria (Figure 8A) se fixe temporairement au substrat et se
métamorphose en une minuscule étoile de mer. Chez certains astérides, le stade bipinnaria ou
brachiolaria sont absents, les femelles couvent leurs ceufs dans leur poche stomacale, chambres de
couvaison ou sur la surface dorsale jusqu’au stade juvénile (Hyman 1955 ; Lawrence 1987 ; Fish
et Fish 1989 ; Chia and Walker 1991 ; Hendler et al. 1995 ; Pearse et al. 2009).
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Figure 8 : Stades larvaires des étoiles de mer. A : Bipinnaria précoce ; B : Brachiolaria précoce ;
C : Brachiolaria ; D : juvénile. Barre d’échelle : A=200um ; B =400um ; C = 1000um ; D =
300um (Hodin et al. 2019).

1.1.6.2 Ophiuroidea

Dans la plupart des espéces le sexe est séparé (gonochorique), sans dimorphisme sexuelle a
I’exception des femelles couvantes et certaines espéces tel que Ophiodaphne scripta et
Ophiosphaera insignis ou les males sont plus petits que les femelles. La fécondation est externe
(Hyman 1955 ; Fish et Fish 1989), néanmoins il existe un faible taux d’hermaphrodisme estimé de
1-2%, les gonades des ophiures se composent de petits sacs ceelomiques attachés a la paroi des
bourses génitales, généralement pres des fentes génitales ou directement sur les parois des fentes.
Le nombre et la disposition des gonades variant en fonction des espéces. Il peut y avoir une seule
(grosse) gonade, deux par bourse dont une s’attache sur le coté radial et l'autre sur le coté inter-
radial, ou bien un amas de petites gonades disposees en grappes ou en rangés (Pandian 2018). Les
ophiures larguent ses gametes directement dans I’eau de mer (ou sous les roches) a travers les
bourses génitales, Pendant la ponte, I’ophiure a tendance a se lever sur ses bras contre le substrat
pour frayer (Hyman 1955). Les espéces des eaux profondes et chaudes peuvent se reproduire de
maniere continue. La reproduction est généralement saisonniére (printemps et été) dans les régions

tempérées, tandis qu'elle est plus étendue sous les tropiques (Borges et al. 2009).
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Le stade larvaire gastrula chez les ophiures apparait aprés 2 a 3 jours de la fécondation, ensuite la
larve développe des bras et devient un pluteus (Figure 9A), cette derniere continue a se
métamorphiser en ophiopluteus (Figure 9B) en développant les bras le squelette calcaire, le
systeme digestif (Fenaux 1963). En fonction de la nutrition, il existe trois types de larves chez les
ophiures, une larve qui se nourrit dite planctotrophe, une autre qui ne se nourrit pas (ou
facultativement) dite lécithotrophe et la larve vitellaria qui est obligatoirement lécithotrophe et

c'est la forme larvaire non alimentaire la plus courante (Borges et al. 2009 ; Hodin et al. 2019).

Figure 9: Stades larvaires des ophiures. A : pluteus ; B : ophiopluteus. La barre d’échelle =
100um (Hodin et al. 2019 modifiée).

1.1.6.3 Holothuroidea

Les holothuries sont majoritairement gonochoriques (Herrero-Pérezrul et al. 1999 ; Marquet et al.
2017) sans dimorphisme sexuelle externe (Mezali et al. 2014) a I’exception des espéces couvantes
(les femelles), néanmoins certains cucummaridés sont des hermaphrodites, Pour ces formes
chaque tubule produit a la fois des ovules et des spermatozoides ou bien certaines ramifications
produisent des spermatozoides et d’autre des ovules, généralement en méme temps (Hyman 1955).
Les gonades changent ces caractéristiques durant le cycle de reproduction a savoir la taille, le
nombre de ramifications, la couleur, et I’aspect (Figure 10). La gamétogenese durant le cycle de
reproduction passe par plusieurs étapes : ¢a débute par le développement / croissance, ou les
gonades commencent a produire des gameétes. Puis la maturation ou, les gameétes chargent de plus

en plus les tubules gonadiques. Au stade mature les gonades sont mdres et prétent a se libérer.
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Durant la ponte les gonades liberent les gamétes dans le milieu extérieur, les géniteurs ont tendance
a se mettre en « L ». Apres la ponte les gonades rentrent dans une phase de repos biologique ou de
récupération. (Conand 1989 ; Ramafofia et al. 2000 ; Navarro et al. 2012 ; Rakaj et al. 2019 ;
Sliman-Tamacha et al. 2019 ; Tahri et al. 2019 ; Mezali et al. 2022)

Le cycle de reproduction des holothuries est souvent lié aux facteurs environnementaux tel que la
température, la photopériode et disponibilité des aliments (Hamel et al. 1993 ; Cameron et
Fankboner 1989 ; Ramofafia et al. 2000). Les espéces des zones tempérees pondent généralement
entre le printemps et 1’été (Navarro et al 2012 ; Mezali et al. 2014 ; Sellam et al. 2017 ; Tolga Tolon
et Engin 2019 ; Slimane-Tamacha et al. 2019 ; Mezali et al. 2022). En revanche, les espéces
tropicales se reproduisent sur des périodes plus longues tout au long de I'année (Abdel-Razek et
al. 2005 ; Muthiga et al. 2009 ; Omar et al. 2013).

StageIl Stage ITI

LTGT
Sp

MiVO

MGT
WIW

PSGT

i

Figure 10: Schématisation des aspects macroscopique et microscopique de développement des

tubules gonadiques d’H. sanctori pendant les différents stades de maturité sexuelle : Stade Il :
Croissance ; Stade Il : Maturité ; Stade 1V : Pré-ponte gamétique ; Stade V : Post-émission
gametique. EVO : ovocytes vitellogenes précoces ; STGT : tubules gonadiques courts et fins ; Sp
. spermatozoides ; Sc : spermatocytes ; MiVO : ovocytes mi-vitellogénes ; LTGT : tubes
gonadiques longs et épais ; MVO : ovocytes vitellogenes matures ; N : noyau ; GV : vésicule
germinale ; MGT : tubules gonadiques matures ; PSGT : tubules gonadiques partiellement frayés
; WTW : paroi tubulaire plissée ; P : phagocytes ; RO : reliques des ovocytes ; TFGT : tubules
gonadiques fins et flasques ; STGT : tubules gonadiques courts et minces ; RSp : reliques des

spermatozoides (Mezali et al. 2022).
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Apres la fécondation la larve des holothuries passe par plusieurs stades : uricularia, doliolaria et
pentactula (Figure 11) avant la métamorphose et colonisation. Au stade uricularia (aprés environ
72h) les larves sont capables de se nourrir en développant une bouche, un cesophage, un cloaque
fonctionnel et de se déplacer par une bande flagellée qu’elle 1’utilise pour I'alimentation et la
locomotion. Durant le stade doliolaria la larve change de comportement, passant d'une larve
planctonique a une larve benthique et les tentacules apparaissent. Le stade pentactula est
caractérisé par ’apparition de podia et le développement de cinq tentacules primaires (Hyman

1955 ; Samyn et al. 2006 ; Laguerre et al. 2020).

Figure 11: Stades larvaires des holothuries. A : auricularia nouvellement éclos ; B : auricularia
précoce ; C : Auriculaire moyen ; D-F. Auricularia tardif ; G : Doliolaria précoce. H : Doliolaria.
| : Stade pentactula.int : intestin ; bc : cavité buccale ; eso : cesophage ; ent : entérocoeles ; clo :
cloaque ; oss : sclérites ; axo : axohydrocoel ; cb : band ciliaire ; hs : sphére hyaline ; mou : bouche ;

cs : sphincter cardiaque ; dix : tentacules. Barres d'échelle = 200 um (Laguerre et al. 2020).
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I.1.7 Reproduction asexuée

Chez les échinodermes la reproduction asexuée se produit par plusieurs processus a savoir la
fissiparité, l'autotomie et le bourgeonnement (au stade larvaire des holothuries, astérides et
d’échinides), ces méthodes sont bidirectionnelles, c'est-a-dire que I'animal coupé en deux se
développe en deux individus fonctionnels, ces méthodes permet aux organismes d’éviter les

risques liés a la reproduction sexuée et d’économiser les ressources et le temps (Skold et al. 2009 ;

Pandian 2018)

1.1.7.1 Asteroidea et Ophiuroidea

Chez les Asteroidea et les Ophiuroidea, il existe trois méthodes de scission distinctes. Dans la
premiére un seul sillon se forme d'un c6té du disque, qui progresse ensuite a travers le disque
jusqu'a ce que I'étoile de mer soit divisée en deux fragments. Dans la deuxieme méthode le sillon
se forme sur deux interradius plus ou moins opposés, puis un étirement conduit a la séparation des
deux fragments, cette méthode est la plus distinguée chez les ophiures. Le sillon se forme dans la

troisieme méthode au centre du disque, définissant le plan de fission (Pandian 2018).

1.1.7.2 Holothuroidea

Chez les holothuries la fissiparité se produit couramment durant la période chaude de I’année
(Hyman 1955) généralement au milieu du corps chez la plupart des especes en produisant deux
parties postérieures et antérieures (Conand 1995). Aprés la fission, la partie antérieure du corps
complétée par la bouche et les tentacules, ainsi que la partie postérieure avec l'anus, se régénéerent
sans organes internes, tels que l'intestin et I'arbre respiratoire, pour devenir de nouveaux individus
(Toscano et Cirino 2018).

1.1.8 Importance écologique et économique

1.1.8.1 Asteroidea

Les etoiles de mer constituent un élément crucial dans 1’écosystéme benthique, ils jouent un rdle
important dans le fonctionnement des écosystémes avec ses interactions trophiques en tant que
prédateurs clé de voute contrdlant les populations des autres organismes, qui eux-mémes ont un
effet important sur les écosystémes (Mah et Blake 2012 ; Bernay-Alfonzo et al. 2017 ; Le Bourg
2020). Les espeéces omnivores contrdlent la diversité, la répartition et I’abondance des micro-
organismes dans le sédiment marin (Rahman et al. 2018).

Les étoiles de mer font I'objet de nombreuses recherches récentes pour deux raisons la premiére

s’agit de leurs molécules bioactives d’excellentes propriétés pharmacologiques notamment les
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stéroides, les glycosides stéroidiens, les anthraquinones (contre les pigmentations), les alcaloides,
les phospholipides, les peptides et les acides gras. Ces constituants chimiques présentent des
activités cytotoxiques, hemolytiques, antivirales, antifongiques et antimicrobiennes qui peuvent
avoir donc des implications importantes pour la santé humaine (lvanchina et al. 2017 ; Malyarenko
etal. 2017 ; Dong et al. 2011 ; Kicha et al. 2015 ; Rahman et al. 2018 ; Crespo-Pereira et al. 2021).
La deuxiéme raison c’est son pouvoir régénératif de ses membres et son systéme nerveux central
(Ben Khadra et al. 2015 ; Ben Khadra et al. 2018).

Les étoiles de mer dans leurs diversités sont collectées depuis 1960 pour étre utilisés comme des
bibelots (petits objets décoratifs), dans le design, ornementation les aquariums, vendue comme
souvenirs aux estivants et dans certaines cultures, malgré une éventuelle toxicité, ils sont
consommeés (Bos et al. 2008 ; Benitez-Villalobos et Martinez-Garcia 2012 ; Garcia-Cisneros et al.
2016 ; Rahman et al. 2018).

1.1.8.2 Ophiuroidea

Les ophiures constituent une composante majeure de la faune benthique, en dominant la
mégafaune. Elles sont présentes dans tous les habitats marins, occupent divers niveaux trophiques
et présentent diverses stratégies de dispersion (Byrne et al. 2005 ; Stohr et al. 2012 ; Alitto et al.
2018). Ce qui permet aux ophiures d’avoir un impact significatif sur I'écologie des communautés
benthiques par 1’utilisation, la transformation (recyclage) et la redistribution de la matiére
organique, en augmentant les taux de bioturbation et en étant un maillon important des chaines
alimentaires locales (Summers et Nybakken 2000).

Les ophiures filtreuses tel que Ophiocomina nigra et Amphiura filiformis sont trés sensibles a
I’eutrophisation, elles constituent un bioindicateur potentiel dans la surveillance de la qualité de
I’écosystéme cotiers (Blanchet-Aurigny 2012).

Les ophiures sont rarement collectées par les humains, cependant, des especes d'Ophioderma sont
vendues pour décorer et nettoyer les aquariums (Stohr et al. 2012), ou bien utilisées comme appat
de péche artisanale. Elles sont également capturées accidentellement dans les engins de péche tels

que les chaluts et les filets.

1.1.8.3 Holothuroidea

Les holothuries sont des invertébres benthiques qui jouent un role clé dans le turn over
(minéralisation) de la matiere organique et I’oxygénation les fonds marins (Mangion et al. 2004 ;
Navarro et al. 2012 ; Toscano et Cirino 2018) en améliorant ainsi la productivité du benthos, ils

augmentent 1’alcalinité de 1’eau de mer et le carbone inorganique dissous, ce qui tamponne
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localement I’acidification des océans. Les concombres de mer constituent un habitat naturel de
plus de 200 espéces symbiotes parasites et commensaux issus de sept phylums (Purcell et al. 2016).
IIs participant aussi dans I'amélioration de la qualité des sédiments hypertrophiques dans les zones
cOtieres en réduisant leur teneur en ammonium (Isgoren et Gunay 2007). Le concombre de mer
constitue un élément important dans la chaine alimentaire en occupant différent niveaux
trophiques. lls jouent un réle important en tant que psammivores et détritivores. On les considere
souvent comme le groupe de détritivores le plus important des faunes récifales (Samyn 2006).
Sur le plan pharmaceutique les holothuries présentent de potentiel médicinal pour 1’étre humain,
en raison des molécules bioactives qui y renferment a savoir : les sulfates de chondroitine, sulfates
de fucane, les polysaccharides et les glycosides triterpéniques (saponines) (Ismail et al. 2008 ;
Omran et Allam 2012 ; Marchese et al. 2020 ; Mecheta et al. 2020 ; Khodja et al. 2024). Ces
molécules ont une activité antibactérienne, antifongique, antiparasitaire, anti-inflammatoire,
anticoagulante, antitumorale, antioxydante et antivirale (Bondoc et al. 2013 ; Caulier et al. 2016 ;
Pangestuti et al. 2018 ; Mecheta et al. 2020).

Sur le plan économique, plus de 70 espéces de concombres de mer sont commercialisés dans le
monde entier depuis plus de 1000 ans (Pawson et al. 2010 ; Hartati et al. 2021). Les marchés
asiatiques sont les premiers importateurs du concombre de mer, parce qu’ils constituent a la fois
un met delicat et remédes traditionnels dans les communautés d'Asie et du Moyen-Orient. (Purcell
et al. 2012 ; Hartati et al. 2021). Sur 1’échelle méditerranéenne le concombre de mer est exploité
en Turquie, Espagne, Gréce, Italie, Algérie et au Portugal, généralement le produit est destiné aux
marchés asiatiques avec une consommation locale limitée (Purcell et al. 2012 ; 2016 ; Gonzalez
Wanglemert et al. 2016, 2017 ; Mezali et Slimane-Tamacha 2020). Auparavant, seulement les
especes a valeur marchande éleveée, tel que Holothuria scabra, étaient ciblées, mais a présent et
apres 1’épuisement des stocks des especes précieuses la demande s’étend méme ceux de faible
valeur (Purcell et al. 2012 ; Hartati et al. 2021).

Le principal produit consommé du concombre de mer est le tégument bouillie et sechée, connue
sous le nom de teripang/trepang, "béche-de-mer" ou “"gamat”. La production mondiale totale de
concombres de mer en 2015 était a 71,1 000 tonnes. L'Indonésie est le premier pays producteur de
concombres de mer, avec une production de 8 509 tonnes soit 24,14 % du marché mondiale du
concombre de mer, tandis que la Chine est le premier importateur. Le prix de la béche de mer est
compris entre 2,443 et 8,509 USD/tonne, (Purcell et al. 2012 ; Purcell 2017 ; Hartati et al. 2021).
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1.1.9 Pressions anthropiques

1.1.9.1 Asteroidea

Les étoiles de mer sont vulnérables a 1’¢lévation de températures, 1’acidification des océans et a la
pollution, ils sont également menacés par la collecte excessive pour le commerce des objets
artisanaux (Micael et al. 2009 ; Rahman et al. 2018 ; Hue et al. 2022 ; Tickell et al. 2022). En
Brésil la récolte d'Echinaster guyanensis a provoqué un déclin drastique de la population, I’espéce
est considérée comme menacée la collecte est interdite (Mariante et al. 2010). En tant que
prédateurs clé de voute ou omnivore, ils controlent 1’abondance, la distribution et diversité des
autres organismes (Mah et Blake 2012 ; Bernay-Alfonzo et al. 2017 ; Le Bourg 2020), la
diminution dans leur abondance affecte directement 1’écosystéme par exemple la prolifération les
moules qui constituent la premiére proie des étoiles de mer menace la biodiversité de I’écosystéme
en envahissant les biotopes et les ressources alimentaires en faveur des autres organismes (Rahman
et al. 2018).

1.1.9.2 Ophiuroidea

Selon Blanchet-Aurigny (2012) la pollution organique et la surpéche des poissons plats prédateurs
des ophiures provoquent 1’augmentation de la biomasse des ophiures telle que A. filiformis. Ils
sont également sensibles a la pollution chimique (Newton et McKenzie 1995), microplastique
(Fang et al. 2018) et I’acidification des océans (Hue et al. 2022). La perturbation des populations
des ophiures (diminution / augmentation) peut avoir une cascade d’effet direct ou indirect sur le
fonctionnement de 1’écosystéme marin et le déclin des autres populations a intérét commerciale et

écologique (Keledjian 2014).

1.1.9.3 Holothuroidea

La surexploitation des holothuries continue a réduire les stocks d'holothuries dans les tropiques
(Anderson et al. 2010 ; Dominguez-Godino et al. 2015) ce qui accroit de plus en plus la menace
d’extinction des espéces de grande valeur. Les signes d'épuisement des stocks d'holothuries se sont
manifestés par une diminution de la production, une réduction de la taille, une zone de péche plus
¢loignée et plus profonde et I’augmentation du nombre d’espéces nouvellement introduites dans
le marché asiatique (Purwati 2005 ; Purwati et al. 2010 ; Hartati et al. 2021).

La surexploitation des holothuries suscite des inquiétudes car ces especes remplissent des
fonctions écologiques importantes au sein des écosystemes. Cette surexploitation est susceptible
de réduire la qualité du sédiment, le taux de recyclage des nutriments, la capacité des écosystemes
a lutter contre l'acidification des océans, la biodiversité des organismes associés et le transfert de
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matiére organique du détritus vers les niveaux trophiques supérieurs. (Purcell et al. 2016 ; Purcell
2017).

1.2 Apercu sur la spéciation

1.2.1 Notion d’espéce

L’espéce est considérée comme 1’unité fondamentale d’évaluation dans différents domaines tel
que I’écologie (Blanchet-Aurigny 2012 ; Ahmed 2009), la systématique et la phylogénie (Mezali
2008 ; Boissin 2011 ; Weber 2015). Bien que le concept d'espéce semble simple, cependant il reste
toutefois assez complexe, notamment du fait que la caractérisation des nouvelles especes repose a
présent sur une taxonomie "intégrative". Selon Weber (2015) il existe plus de 27 notions d’especes
différentes. Au début la définition d’une espéce reposait sur le concept typologique de Linné
(1735) ou le degré de ressemblance des critéres morphologiques entre les individus refléte leur
degré de parenté, sans prenant en considération la plasticité phénotypique (possibilité de variations
entre individus). En 1942 Mayr a introduit un nouveau concept, c¢’est le concept populationnel ou
biologique ou « L’espece est une communauté interféconde de populations, reproductivement
isolées d’autres populations ». Mais les espéces asexuées et I’hybridation entre espeéces sont
écartées de ce concept, en plus il n’est pas applicable en paléontologie.

De nombreux autres concepts sont ensuite apparus tel que le concept écologique qui définit
I’espéce comme un ensemble d’organismes qui occupent, dans la nature, une niche écologique
specifique (VanValen 1976), le concept évolutif selon lequel une espece est une lignée de
populations ancestrales qui maintient son identité par rapport aux autres lignées et qui a ses propres
tendances évolutives et sa propre histoire (Wiley 1978), le concept phylogénétique qui repose sur
I’identité génétique et 1’ancétres communs (Cracraft 1983).

Actuellement aucun concept d’espéce ne peut s’appliquer a toutes les espéces mais plutdt une
approche multiple rapportant plusieurs preuves convergeant reste nécessaire pour établir les
limites entre espéces proches et les différents concepts d'espece représentent un stade différent de

la séparation (De Queiroz 2007).

1.2.2 Modes de spéciation

Les variations morphologiques et biologiques des organismes vivants représentent le reflet d’un
ensemble de processus, qui agissaient en fonction de temps et d’espace. Les processus biologiques
incluant ’isolement reproductif peuvent étre évalués en considérant trois échelles : 1’espace le

temps et le changement. La spéciation est donc I’ensemble de processus évolutifs par lequel de
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nouvelles espéces biologiques émergent. (Avise 2000 ; Coyne et Orr 2004 ; Muths 2006). Parmi

les processus de spéciation ce qui suit :

1)

2)

3)

4)

La speciation allopathique ; c’est la forme la plus courante, il se produit lorsque des
populations d'une méme espéce sont physiquement isolées les unes des autres, souvent en
raison de barriéres géographiques telles que des montagnes, des rivieres...etc. (Figure 12),
ou des océans. L'isolement géographique limite le flux génétique entre les populations, et
des différences génétiques s'accumulent au fil du temps, conduisant a des especes
distinctes. Quand les deux populations entrent en contact, le degré d'isolement reproductif
peut varier, s'il est total, la spéciation est accomplie. En cas d'isolement partiel, la sélection
naturelle renforce 1’isolement reproductif (Turelli et al. 2001 ; Servedio et Noor, 2003).
La spéciation sympatrigue : ou des barrieres reproductives entre individus évoluent sans
qu'il y ait de barrieres physiques évidentes. Des facteurs tels que des préférences de
reproduction différentes, des changements alimentaires ou des niches écologiques
spécifiques peuvent contribuer a l'isolement reproducteur entre les populations (Muths et
al. 2010). Ces deux modes de spéciation se différencient donc par la géographie et par la
possibilité de flux de génes entre les taxa durant le processus de spéciation.

La spéciation parapatrique : ¢’est un mode intermédiaire entre les deux précédents, ou
les populations en voie de divergence occupent des zones géographiques contigués, mais
il existe des zones de chevauchement ou I'hybridation peut se produire de maniere limitée
(Mackenzi 2000).

La spéciation péripatrique : Elle se produit lorsque quelques individus d'une population
migrent vers un nouvel habitat isolé et évoluent séparément du reste de la population
d'origine. La petite population isolée peut subir des changements génétiques rapides (Funk
et Omland 2003 ; Servedio et Noor 2003).
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Figure 12: Représentation schématique des modes de spéciation. Les individus représentés par
des cercles. Les deux populations sont colorées en vert et en bleu, et les cercles bicolore indiquent

les individus hybrides. Les fleches illustrent I'effet de la sélection divergente (Tellier 2013).

Le concept de spéciation est largement accepté dans la communauté scientifique, cependant, il est
important de noter que la nature complexe de I'évolution signifie que différents mécanismes
peuvent interagir de maniere variée dans différents contextes. Par conséquent, des processus

mixtes peuvent se produire.

1.2.3 Les especes cryptiques

Les especes cryptiques ou bien les especes jumelles (sibling species) font référence a des
organismes qui sont morphologiqguement semblables ou presque identiques, classiqguement
assignées a une seule espéce nominale, mais qui sont génétiquement et écologiquement déférentes
(Bickford et al. 2007 ; Chenuil et al. 2019 ; Paugy 2020 ; Jourdan et al. 2023 ; Miglietta et Pruski
2023).

Le milieu marin offre un environnement propice au développement des especes cryptiques
(Boissin et al. 2008 ; Calvo et al. 2009 ; Krebes et al. 2010 ; Boissin et al. 2011 ; Modica et al.
2013 ; Weber et al. 2015 ; Durand et Borsa 2015 ; Marzouk et al. 2017 ; Deville et al. 2023 ;
Miglietta et Pruski 2023) en raison de plusieurs facteurs, notamment la nature du milieu marin. En

effet ’absence de barriéres physiques et I’homogénéité du milieu marin limitent la spéciation, la
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difficulté d’accés au milieu marin, la non maitrise de méthodes d’échantillonnage et de
conservations des échantillons de diverses nature constituent ainsi des obstacles a la
compréhension et la maitrises de ces especes (Weber et al. 2014).

L’apparition des espéces cryptiques, est associée a plusieurs facteurs tels que : les signaux liés a
la reproduction, qui ne sont pas de nature visuelle, mais plutot acoustiques ou chimiques, tels que
les phéromones, la présence d’une pression de sélection stabilisante de certaines caractéristiques
morphologiques adaptée a un environnement particulier (stase morphologique), les espéces qui
évoluent dans un milieu trés variable, peuvent avoir une diversité morphologique étendue, et la
divergence récente de ces especes rend difficile I'établissement de diagnostiques morphologiques
distincts (Bickford et al. 2007 ; Egea 2011).

1.3 Apercu sur la photoréception

La nature dispose de plusieurs moyens pour détecter la lumiere (Wolken 1995). De nombreuses
créatures n’ont pas de yeux et pourtant « voient » dans le sens le plus large (Duke-Elder 1958). La
photoréception peut en effet s'effectuer sans avoir des structures oculaires proprement dites (yeux).
Plus on décent aux échelons inférieurs d’animal la position, la forme et la composition des organes
photorécepteurs sont diverses. En effet, ils constituent des structures trés complexes chez les
vertébrés et les céphalopodes qui possédent un « camera-type eye » ou les arthropodes qui ont un
ceil composé. Cependant, d'autres animaux parviennent a percevoir la lumiére incidente, bien que
leur résolution soit moins précise, grace a des organes beaucoup plus simples constitués d'une
seule cellule. Ces cellules ou photorécepteurs appelés "internes"” ou extraoculaires se localisent a

l'intérieur des tissus, des ganglions, dispersées sur toute la peau d’un animal ou d'autres structures

(Corbiére-Tichane 1976 ; Cronin 1988 ; Ullrich-Luter 2011).

1.3.1 Structure des photorécepteurs

Les cellules photoréceptrices ont une morphologie distincte, elles optent & augmenter leur surface
de contact avec la lumiere (qui capte la lumiére) en élargissant sa membrane plasmique. Ceci est
dans une orientation précise pour une efficacitt maximale de capture des photons. Les
photorécépteurs contiennent des pigments photosensibles (opsines) qui absorbent la lumiére
(Eakin 1972 ; Corbiére-Tichane 1976 ; Cronin 1988 ; Tatler et al. 2000 ; Arendt 2003 ; Arendt et
al. 2004 ; Hardie et Postma 2008 ; Lamb et al. 2017 ; Morshedian et Fain 2017 ; Matsuo et al.
2019 ; Musilova et al. 2019 ; Delroisse et al. 2021). Les photorécepteurs chez les animaux se

divisent en deux types :
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1.3.1.1 Les photorécepteurs ciliaires

Bien que ce genre existe chez les invertébrés mais il se trouve principalement chez les vertébrés,
ils sont responsables de la vision des couleurs chez vertébrés et se divise en deux types les cones
et les batonnets, chez les invertébrés semble étre utilisé comme un détecteur de lumiére vive. La
caractéristique distinctive de ces photorécepteurs est la présence de cils ou de flagelles qui
s'étendent a partir de la surface de la cellule. Ces cils portent souvent des pigments photosensibles

qui réagissent a la lumiére ils sont donc les responsables a la détection de la lumiére (Figure 13).

1.3.1.2 Les photorécepteurs rhabdomériques

Ce type de photorécepteur est caractérisé par la structure en “rhabdome”, qui est une masse de
microvillosités. Ces microvillosités sont riches en pigments photosensibles et sont responsables de
la capture de la lumiére. lls ont une orientation paralléle les uns aux autres, tres adaptés aux
conditions environnementales sous-marines par leurs sensibilités a la polarisation de la lumiere,
cela signifie qu'ils peuvent détecter non seulement l'intensité de la lumiére, mais aussi l'orientation
de ses vibrations et ils peuvent régénérer rapidement leurs pigments a la lumiére et sans voie
enzymatique. lls sont trouvés couramment chez les arthropodes marins, ou la polarisation de la
lumiere est souvent utilisée comme un indice pour la navigation et la détection des proies (Figure
13).

Grace a I’outil moléculaire, il a été confirmé que les deux types de cellules coexistent chez les
annélides, les mollusques, les céphalochordés, les échinodermes, les némertes, les nématodes, les
platyhelminthes, les rofiters et les chordés (Arendt 2003, Arendt et al. 2004, Koyanagi et al. 2005,
Purschke et al. 2006, Nilsson et Arendt 2008, Arendt 2008, Fain et al. 2010, Ullrich-Liter et al.
2013).
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Figure 13: Vue schématique des différents modes d'empilement de membranes se produisant dans
les photorécepteurs ciliaires et rhabdomériques (Eakin 1972 modifiée par Hartenstein et al. 2019).
Prebilateria (Ctenophora, Cnidaria ; vert), Lophotrochozoa (rouge), Ecdysozoa (violet),
Deuterostomia (bleu ; voir en bas a droite).

1.3.2 Photoréception chez les échinodermes

Les recherches sur la photoréception chez échinodermes ont été initiées par Millott (1978). lls ont
été considérés comme peu dotés en organes sensoriels. En particulier, en raison de I'absence des
yeux distinctifs, et leur perception de la lumiere était considérée comme diffuse ou tégumentaire.
Cependant, des études comportementales, morphologiques et moléculaires ont montré que ces
organismes possédent des capacités sensorielles trés développées en ce qui concerne la perception
de la lumiere (Yamamoto et Yoshida, 1978 ; Johnsen 1997 ; Aizenberg et al. 2001 ; Ullrich-Lter
et al. 2011 ; Delroisse et al. 2013 ; Gam et Nilsson 2014 ; Lin et al. 2013 ; Ullrich-Luter et al.
2013 ; Delroisse et al. 2014 ; D'Aniello et al. 2015 ; Delroisse et al. 2015 ; Delroisse et al. 2016 ;
Lowe et al. 2018 ; Sumner-Rooney et al. 2019 ; Liu et al. 2020).

Les étoiles de mer, les oursins et les ophiures constituent les classes, les plus étudiés dans ce
contexte en raison de leurs possessions d’un systéme photorécepteurs trés développées. En effet,
sur la pointe de chaque bras des étoiles de mer se trouvent des coussins optiques (ocelles ou taches
oculaires) constituant une sorte d’ceil composé (Figure 14) qui facilite I’orientation vers les objets

et la résolution spatiale (Garm 2017 ; Lowe et al. 2018). Selon les espéces, chaque coussin optique
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des étoiles de mer (adultes) sont composés de 50 a 300 ommatidies, chacune contenant plusieurs
photorécepteurs, cela prend en charge une résolution spatiale comprise entre 8 et 17 degrés (Gam
et Nilsson 2013 ; Petie et Garm 2016). En plus, des cing coussins optiques les étoiles de mer ont
un systéeme de photoréception extraoculaire qui contrdle la phototaxie négative et ou positive de

ces organismes (Gam et Nilsson 2013 ; Sumner-Rooney et Ullrich-Luter 2023).

100 pm

Figure 14: Systéme visuelle de Linckia laevigata. A : I’espéce dans son habitat naturel ; B : coussin
optique ; C : vue latérale du coussin optique ; D : la symétrie bilatérale du coussin ; E-G : vue sur
différents plans montrant le bout du bras ; H : dans le cas de nuisance animal ferme la rainure

ambulacérale et retire ces podia (Gam et Nilsson 2013).

Chez les oursins (Figure 15) la surface du corps entier fonctionne comme un ceil composé, ot les
photorécepteurs sont diffusés sur tout le derme, le squelette intervient dans la polarisation de la
lumiére et les sclérites des podia jouent un réle de collecteur de lumiére (Ullrich-Luter et al. 2011 ;
Sumner-Rooney et Ullrich-Liter 2023).
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Les ophiures (Figure 15) présentent une réactivité marquée vis-a-vis de la lumiere, elle se
manifeste par une forte photonégativité et une variation notable de la couleur corporelle due a la
contraction et a lI'expansion des chromatophores en réponse a I'environnement lumineux. Il a été
proposé que des protubérances calciques sur les plaques des bras (appelées trabécules
périphériques élargies) agissent comme des « microlentilles » chez les ophiocomidea. La
morphologie et la position des structures squelettiques avec les chromatophores contrélent la
quantité de lumiére entrant dans la « microlentille », en réduisant la biréfringence et I'aberration

sphérique (Aizenberg et al. 2001).

Figure 15: Représentation schématique de localisations des opsines (photopigments) chez les
oursins a gauche et les ophiures a droite. Btf : podia buccal ; ped : pédicellaires ; rn : nerf radial ;
Sp : épines ; thp : pore trabéculaire ; tf : podia ; tfn : nerf du podia ; ttf : tube terminale du podia
(Sumner-Rooney et Ullrich-Liter 2023).

1.3.3 La photoréception chez les holothuries

Selon Sumner-Rooney et Ullrich-Luter (2023) peu de choses sont connues a ce jour sur la
photosensibilité des holothuries et des crinoides. Yamamoto et Yoshida (1978) ont donné une
description morphologique des ocelles d’Opheodesoma spectabilis qui se localise a la base du
stem tentaculaire. Lin et al. (2013) confirment que les individus d'Apostichopus japonicus
normaux étaient plus sensibles a la lumiére intense que les individus albinos, et que ces derniéres
pouvaient résister a des périodes d'exposition plus longues a une lumiére intense. Liu et al. (2020)
a signalé que les concombres de mer présentent une sensibilité a la lumiére au niveau des
tentacules, des podia, des papilles et du tronc du corps, la plus grande sensibilité étant a I'extrémité

buccale.
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CHAPITRE II : PRESENTATION DE LA ZONE
D’ETUDE
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I1.1 Localisation

La collecte des échantillons biologiques destinées a 1’étude de la reproduction, la systématique et
la photoréception chez les échinodermes est effectuée dans les eaux superficielles ou peu
profondes du golf d’Arzew. Dans deux Stations appartenant a la wilaya de Mostaganem a savoir
Salamandre et Stidia (Est et Ouest) (Figure 16). Les stations Salamandre et Stidia se localisent
respectivement a 5 Km et 20 km respectivement a I’ouest du chef-lieu de la wilaya de Mostaganem
(Belbachir 2018), dans le secteur ouest de la cote algérienne. La station de Salamandre fait partie
de la commune de Mostaganem, elle est limitée au nord par la mer Méditerranée, a I’Est par la
commune de Ben Abd ElI Malek Ramdane, a 1’Ouest par la commune de Mazaghrane et au Sud
par les communes de Ain Boudinar, Kheir Eddine, Sayada et Hassi mamache. Quant a la station
de Stidia, cette derniére est limitée au nord par la mer méditerranée, a I’Est la commune de
Mazaghrane, a I’Ouest par la commune de Fornaka et au Sud par la commune d’Ain Nouissy.
Les stations de prélevement sont connues par leurs accessibilités et leurs richesses en
échinodermes (Belbachir 2018 ; Elakermi et al. 2021) raisons pour lesquelles elles ont été choisies

dans cette étude.
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Figure 16 : Situation géographique des trois stations d’étude dans le Golf d’Arzew (Salamandre,
Stidia Est et Stidia Ouest).

1.2 Contexte géomorphologique
Les stations de prélévement se trouvent a 1’ouest de la wilaya de Mostaganem. Le littoral de cette

derniére s’étale sur une liniere cotiere de 124 km, limité a I’Est par la plage Bahara (36,334115 ;
0,740163) et a I’Ouest par Oued El Mecta (35,788934, -0,114248). La frange littorale de

Mostaganem est caractérisée par la présence de dunes mobiles, dunes consolidées, de plaines de
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sable et de falaises. Selon Badji (2014) et Senouci (2022) la composition lithologique du littoral
de Mostaganem (Figure 17) est caractérisée par une alternance de deux unités litho-
stratigraphiques a savoir :
Les alluvions continentaux du Quaternaire : des formations géologiques récentes correspondent
aux compositions limoneuses et/ou sableux argileux ;
Les nappes de flysch : des formations allochtones du Crétacé Supérieur, elles correspondent a des
dépdts mis en place par des courants de turbidité dans 1’ancien océan téthysien (Bouillin 1986 ;
Badji 2014).

0°20'0"O 0°10'0"0 0°0'0"

LEGENDE DU SCHEMA STRUCTURAL

TERRAINS SEDIMENTAIRES Echelle : 1/750 000

-
L]
=
D miraics ; s Sl =
o
Piocéne = w
o
Miocéne post-nappe : b
g =3 2|z
ela " contirmatel” =3 E’i z
<
Allochtone o B
Nappes ultra N
\C
nappe du Flysch EEg @
(et Numidien pro parte ?)
Nappes sud-felliennes : m
nappe épitellienne [y :
nappe sud-tellienne = s
e e Bz N
=
s s = s =
w
[ O s i e io|g
] B s
Jurassique-Néocomien-Barrémien a L €N
B
Trias (diapir) ' A g\]
8
Permo-Trias 255 o
(2}
ROCHES VOLCANIQUES
Basalte [ 4
. A
TRACE DE LA COUPE T

I\

Figure 17 : Carte montrant la composition lithologique du littoral de Mostaganem (ANAT 2005,

modifié).

11.3 Contexte climatique
A partir des données climatiques extraites du site « climate.northwestknowledge.net », nous avons

tracé le diagramme ombrothermique (Figure 18) de la région de Mostaganem sur une période de
29 ans entre 1992 et 2021. Le diagramme montre le cycle annuel de la précipitation et la
température dans la zone d’étude. Ce cycle est distinct par deux périodes : la premiere est chaude,
séche, plus ou moins longue et s’étale sur 7 mois et la deuxiéme est plus ou moins froide, humide
et couvre 5 mois. La région de Mostaganem est donc caractérisée par un climat méditerranéen

semi-aride donnant des hivers doux et pluvieux, et des étés chauds sec.

61



II. Zone d’étude

Température mensuelle moyenne (°C) === Précipitation mensuelle moyenne (mm)
30 70
60
25
50
%) Ari €
< 20 eriode £
o humide 40 °Z
= S
@« o \ ©
3 Periode séche pi
Q) -
g15  Période 30 &
) f o
[ humide a
20
10
10
5 0

Jan  Fév  Mar Avr Mai Juin  Juil Aolt Sept Oct Nov Déc

Figure 18 : Diagramme ombrothermique de la région de Mostaganem (1992-2021).

11.4 Pression anthropique

La zone d’étude se¢ situe dans le golf d’Arzew, le réceptacle final de différents types
d’effluents (domestiques, agricoles et industriels) (Krachai 2010). Le golf d’ Arzew comporte trois
ports importants : le port d’Arzew et de Bethioua destiné au transport des hydrocarbures et le port
de Mostaganem destiné a la péche, le commerce et le transport maritime (fréts et passagers). De
multiples unités industrielles sont implantées le long du littoral d’Arzew (des unités de production
d’Hélium, d’ Azote, d’engrais liquides, de gaz industriel, d’emballage, de lait, de pates alimentaires
et des produits cosmétiques), des complexes pétrochimiques de raffinage (05 complexes de
liquéfaction, une raffinerie, un complexe de production de méthanol et résines, un complexe
d'ammoniac, ... etc.), une centrale électrique SONELGAZ de capacité 960MV, un complexe de la
papetiére (CELPAP) (Krachai 2010 ; Belbachir et al. 2019).

Selon Senouci (2022), le littoral Mostaganemois présente un potentiel touristique important
renfermant seize (16) Zones d’Expansion et Sites Touristiques (ZESTs) s’étalant sur 4,34 ha soit
16% de la superficie du littoral. En plus de la pression, issus de I’industrialisation de la partie
terrestre, la partie off-shore du littoral du golf d’ Arzew connait ces derniers temps une pressions
aquacole considérable avec I’implantation de plusieurs fermes piscicoles et conchylicoles tel que :
ORCA, Greenfish et Mosta Daurade.
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11.5 L>état général de I’écosystéme marin

Les stations d’échantillonnage sont soumises & un courant dominant du secteur nord-ouest
(Elakermi et al. 2021). Les houles dominantes arrivent par le Nord-Est, ce qui induit un transit
sédimentaire depuis I’Est vers 1’Ouest (Quinquis 2017). La station de Salamandre se caractérise
par un fond rocheux constitué de blocs artificiel tandis que celle de Stidia est constituée de roches
et de plateformes naturelles de nature calcaires interrompue par quelgues criques sableuses. Selon
Belbachir et al. (2019) la station de Stidia présente des prairies de Posidonia oceanica et parfois
de Cymodocea nodosa qui se développent a partir de 1,5 m de profondeur, une dense couverture
algale (Corallinaceae, Ulvaceae, Caulerpaceae, Bonnemaisoniaceae, Codiaceae, Rhodomelaceae)
et une faune dominée principalement par les échinodermes (les holothuries, les étoiles de mer et
les échinides). La station de Salamandre est une zone portuaire (abrite 355 bateaux de péche
sardiniers, palangriers et petits métiers), présentant quelques signes de dégradation et une faible
biodiversité, la composition faunistique est caractérisée par une dominance des échinides et
d’holothurides (Benzait 2020).
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CHAPITRE III : ECOBIOLOGIE DE LA
REPRODUCTION DE L'ETOILE DE MER
ECHINASTER SEPOSITUS

¥t
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I11.1 Introduction

Dans ce chapitre nous allons établir le schéma de sex-ratio, de la reproduction et de la
gametogenese de la population d'Echinaster sepositus de Salamndre (Mostaganem) et 1’influence
des facteurs écologiques tel que la photopériode et la température sur son cycle de reproduction.

Pour ce faire des méthodes histologiques et statistiques sont utilisées.

111.2 Matériel et méthodes

111.2.1 Modéle expérimental : Echinaster sepositus

Echinaster sepositus (Retzius, 1873) I’étoile de mer rouge, est l'une des étoiles de mer les plus
communes en mer Méditerranée (Tortonese 1954 ; Hayward et Ryland 1990 ; Southward et
Campbell 2006). Cette espece existe dans les fonds rocheux a forte présence d’algues
Corallinaceae (Villamor et Becerro 2010) et dans les prairies de Posidonies (Debelius et al. 2003).
Rencontrée depuis la zone intertidale jusqu’a 250 m de profondeur (Koehler 1921). Les principales
proies de cette espéce sont les éponges, les bryozoaires, les ascidies, les huitres et les juvéniles
d’holothuries (Francour 1989 ; Waddell et Pawlik 2000).

111.2.2 Systématique

Régne : Animalia
Phylum : Echinodermata Klein, 1778
Classe : Asteroidea De Blainville, 1830
Ordre : Spinulosida Perrier, 1884
Famille : Echinasteridae Verrill, 1867
Genre : Echinaster Miiller & Troschel, 1840

Espece : Echinaster (Echinaster) sepositus (Retzius, 1783)

111.2.3 Le choix d’E. sepositus

Echinaster sepositus a été choisi dans cette étude, en raison de son importance dans plusieurs
domaines tels que 1I’écologie, la médecine, la pharmacologie et le commerce. En écologie, cette
espece joue un role essentiel dans I'écosystéme marin autant qu’espéce prédatrice clé de vodte
(Bernay-Alfonzo et al. 2017). En médecine régénérative elle intéresse les chercheurs par sa
capacité a restaurer et ou a régénérer ces organes et son systéeme nerveux central (Ben Khadra et
al. 2015 ; 2018). En pharmacologie, de diverses molécules bioactives ont éte isolées d'E. sepositus

telles que les saponines (Dong et al. 2011 ; Kicha et al. 2015 ; Ivanchina et al. 2017 ; Malyarenko
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et al. 2017 Crespo-Pereira et al. 2021). D’autre part, cette espéce présente un intérét commercial,
elle est en effet exposée aux captures directes pour ornementer les aquariums et vendue comme
souvenirs aux touristes (Bos et al. 2008 ; Garcia-Cisneros et al. 2016). 1l est donc important
d’étudier le schéma de sa reproduction pour comprendre ses caractéristiques biologiques, telles
que son cycle de vie, sa distribution, la dynamique de sa population, son écologie et enfin son

évolution.

111.2.4 Echantillonnage

L’¢chantillonnage d’E. sepositus s’est effectué entre mars 2014 et février 2015. Environs 21
individus sont collectés au hasard chaque mois, par plongée en apnée, entre 3 et 9 m de profondeur,
dans la station de Salamandre (35° 55” 16.44” °N ; 0° 3’ 18.64’ E) (Figure 16). Les gonades
(conservés dans le formol & 4%) ainsi que les données pour calculer I’indice gonadosomatique
utilisées ont été fournies par le laboratoire de Protection, Valorisation des Ressources Marines
Littorale et Systématique Moléculaire (LPVRMLSM).

111.2.5 Travaux au laboratoire

111.2.5.1 Indice gonadosomatique

L’indice gonadosomatique (GSI) est calculé comme le pourcentage du rapport entre le poids de la
gonade et le poids humide du corps (Scheibling 1981). Le sexe est determiné a partir de la couleur
des gonades (jaune & creme chez les males et rouge grenadine chez les femelles). En cas de
confusion le sexe est vérifié sous microscope photonique.

111.2.5.2 Histologie des gonades

L’étude histologique est effectuée seulement sur les individus adultes, dont le poids et la taille sont
supérieure a 34 g et 7 cm respectivement. La technique consiste a suivre les étapes suivantes :
111.2.5.2.1 Prélévement de la gonade

Les gonades d’E. sepositus présente une croissance synchrone. Une seule gonade des dix retourvés
dans les bras (une paire / bras ; Figure 3) est choisis pour I’analyse histologique. La gonade choisie
est ensuite déposée dans une cassette en plastique étiquetée.

111.2.5.2.2 Fixation

La fixation permet de maintenir les tissus dans un état stable et proche du vivant. Les gonades sont
fixées dans une solution de formol a 10 % dans 1’eau de mer filtrée entre 12 et 24 h. Il est nécessaire
d’effectuer un lavage des tissus prélevés en les imbibant dans 1’eau de robinet afin d’éliminer

I’excés du formol pour passer a la déshydratation (Figure 19A).
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111.2.5.2.3 Déshydratation

Consiste a éliminer graduellement 1’eau contenue dans les tissus et évite I’éclatement des cellules
par ’effet de la pression osmotique. Elle se fait dans une série de bains d'alcool au gradient
ascendant 70 %, 95% et 100% (Figure 19A).

111.2.5.2.4 Clarification

Consiste a rendre les tissus plus transparents et a extraire 1’alcool des tissus pour le remplacer par
un solvant de paraffine comme le xyléne ou le toluene. Elle repose sur deux passages au bain
d’agent clarifiant. Le premier bain contient 50 % d’agent clarifiant et 50% d’alcool (V : V), et le
deuxiéme 100 % d’agent clarifiant.

111.2.5.2.5 Imprégnation

Permet d’imprégner les tissus par un matériel inerte comme la paraffine pour durcir 1’échantillon.
Cette étape peut étre effectuée par un automate a inclusion ou bien manuellement avec un bain
d’inclusion. Les tissus sont imprégnés a chaud dans trois bains de paraffine liquide & 56 °C pendant
12 h, 12 h et 1 h respectivement (Figure 19C).

111.2.5.2.6 Enrobage

I1 s’agit de mettre les tissus dans un bloc de paraffine consistant, homogene et sans bulle d’air. Des
moules spéciaux (barres de LEUCKART, Figure 19B) sont rempli a moitié de paraffine liquide,
le morceau de tissus est déposé selon le plan de coupe désiré transversales ou longitudinales,
ensuite ces moules contenants le tissu et la cassette étiqueté sont remplis de paraffine et laissé
Refroidir (Figure 19D). L’excés de la paraffine est enleve et les blocs sont conservés a -20°C
jusqu’au découpage. Cette phase permet de donner aux tissus le support nécessaire lors du
découpage (Clarkson 2013).

111.2.5.2.7 Découpage

Des sections de 5 a 7 um d’épaisseur sont réalisées a I’aide d’un microtome de type LEICA 819.
La coupe choisie est étalée dans un bain marie par une lame inondée d’alcool. Elle est ensuite
collée sur une lame étiquetée a I’aide d’eau albumineuse. Les lames sont ensuite chauffées sur une
plaque chauffante a 70°C pour éliminer la paraffine (Figure 19E).

111.2.5.2.8 Coloration

La coloration bichromique Hématoxyline-éosine est utilisée (Gabe 1968). Apreés elimination de la
paraffine par le xyléne et réhydratation dans une série descendante de bains d’alcool, les lames
sont émergées dans 1’hématoxyline puis dans 1’cau du robinet pour le bleuissement (Figure 19F).
L’hématoxyline colore les noyaux en bleu (action d’hémalun) et 1’¢osine colore le cytoplasme en

rose (Langeron 1942 ; Lépez-Guillermo 1998).
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111.2.5.2.9 Montage

Avant de réaliser le montage, les coupes doivent étre déshydratées, puis immergées dans deux
bains de xyleéne afin de faciliter I’étalement du milieu de montage entre la lame et la lamelle. Une
goutte de baume du Canada est ensuite versée sur la lame. Enfin, la lamelle est posée de maniere
inclinée sur la préparation afin d'éviter les bulles d'air. Les lames sont ensuite séchées a 60 °C.
Cette phase assure la protection mécanique de la coupe histologique.

L’observation microscopique des coupes histologiques est effectuée a 1’aide d’un microscope

photonique a lumiére polarisée de type Leica DMLP menue d’une caméra digitale attachée.

¢ "‘A / A

Figure 19 : Différentes étapes de la technique histologique. A : Déshydratations ; B : Barres de
LEUCKART ; C : Imprégnation ; D : Matériel d’enrobage (plaque chauffante et poupinelle) ; E :

Microtome et bain marie ; F : Coloration Hématoxyline-éosine.

111.2.5.3 Analyses d’images

Le nombre d’ovocytes a noyaux visibles (NO, Tab. S1), leur diametre (DO), la longueur des
colonnettes spermatiques (LCS) et le diametre de la lumiere (DL) sont mesurés d’images prises
pour chaque lame. Les images ainsi obtenues sont traitées a I’aide du logiciel ImageJ a 1um de
précision, la distribution de ces paramétres en fonction des mois est enfin étudiée pour mettre en
évidence les stades de maturité sexuelle et la période de la ponte.

111.2.6 Echelle de maturité sexuelle

L’évaluation de 1’état de la maturité sexuelle des gonades males et femelles d’E. sepositus est
identifiée selon la classification de Byrne et al. (1997) ; Carvalho et Ventura (2002), Pérez et al.
(2010) et Li et al. (2018). lls décrivent six stades de maturité sexuelle (Tableau 1) chez les étoiles
de mer en se basant sur les caractéristiques histologiques des gonades.
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Tableau 1 : I’échelle de maturité sexuelle selon Byrne et al. (1997) ; Carvalho et Ventura (2002),
Pérez et al. (2010) et Li et al. (2018).

Stade Description

I (développement) Q couche germinale tapissée d'ovocytes a différents stades de développement et les

plus grands vers la lumiére

& grandes colonnettes spermatigues, production intense des spermatozoides

Il (prémature) Q la forme des ovocytes devient bien ronde, leurs tailles augmentent

Jd'colonnettes spermatiques bien visibles, les spermatozoides commencent a

s‘accumuler au centre des acini

111 (mature) Q paroi mince, lumiére remplie de gros ovocytes

& disparition des colonnettes spermatiques, lumiere complétement remplie de

spermatozoides

IV (partiellement Q ovocytes moins denses, des vides dans la lumiére, présence de reliques d'ovocytes

pondu) et des phagocytes

Jd'spermatozoides moins dense, vide dans la lumiere, une couche active de colonnettes

spermatiques.

V (post-ponte) Q peu / aucun ovocyte mature, paroi ratatinées, reliques ovocytaires en dégénération,

phagocytes

& lumiére vide, paroi ratatinées, membranes des deux sacs visibles, spermatozoides
reliques, phagocytes

VI (récupération) @ paroi gonadique épaisse, les deux sacs sont visibles, lumiere remplie de matériaux
amorphes (débris cellulaires et des phagocytes), nids d'ovogonies, petits ovocytes

alignés le long de I'épithélium germinal

& un nouveau cycle spermatogénique commence, gonades de petite taille

111.2.7 Facteurs environnementaux

Les variations des facteurs environnementaux (la température de 1’eau de mer et la photopériode)
susceptibles d'influencer la maturation des gonades ont été respectivement téléchargées des sites
« climate.northwestknowledge.net » et « www.timeanddate.com ».

111.2.8 Analyse statistique

Le sex-ratio est évalué par une relation théorique de 1: 1 avec le test du chi-deux (x2). La différence
de diametres et de longueurs des gonades entre les males et les femelles est vérifiée par le t-test
apparié apres vérification de la normalité par le test de shapiro-wilk. Les corrélations entre les GSI
des deux sexes, et entre le GSI et les facteurs environnementaux (température de 1’eau de mer et

photopériode) sont vérifiées par le test de Pearson et la normalité par le test de Shapiro-Wilk.
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111.3 Résultats

111.3.1 Sex-ratio

Sur un total de 256 individus d’E. sepositus, 164 sont des méales et 92 des femelles avec absence
totale des individus hermaphrodites. Le résultat du test y¥* appliqué sur la répartition numérique
des sexes dans I’échantillon, indique qu’il y a une différence significative (%> = 108,42, p < 0,05),
donnant un sex-ratio de 1:2 (femelle : méle).

Le t-test appliqué sur la longueur et le diamétre des gonades males et femelle montre une variation
significative entre les diamétres des gonades males et femelles (t = 6,8077, df = 11, p =
0,00002924), tandis que la longueur des gonades des deux sexes ne présente aucune différence (t
=1,1987, df = 11, p = 0,2558), dons les gonades femelles sont plus large que les gonades males
(Figure 20).
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Figure 20 : Longueur (A) et diamétre (B) des gonades males et femelles d’E. sepositus dans la

région de Salamandre.

111.3.2 Etude histologique

111.3.2.1 Diametre ovocytaires

Les ovocytes sont classes en deux catégories selon leurs diamétres : prévitelogéniques (diameétre
< 150 um) et vitelogéniques (diametre > 150 um). La distribution des diamétres des ovocytes sur
les 12 mois d’étude (Figure 21) montre que le nombre total des ovocytes (> 150 ovocytes par
lame) est important entre octobre et février. Le maximum est observé en mois de novembre. Les
ovocytes a cette période sont prévitelogéniques. Au mois de mars, le diamétre des ovocytes
commence a augmenter (de 150 a 350 um). Entre avril et juillet les ovocytes sont majoritairement
vitelogéniques et leurs diamétres peuvent aller jusqu’a 800 pum. Entre aodt et septembre, le nombre
total des ovocytes est au minimum (< 45 ovocytes par lame, Tab. S1), pendant cette période les

ovocytes redeviennent prévitelogéniques.
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111.3.2.2 Longueur des colonnettes spermatiques
Le suivi annuel de la longueur des colonnettes spermatiques montre qu’elle est a son maximum de
96 um entre novembre et mars, puis elle diminue graduellement entre avril et septembre a 60 um,

pour augmenter a nouveau entre septembre et novembre (Figure 21).
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Figure 21 : Evolution mensuelle de diamétre ovocytaire et la longueur des colonnettes

spermatiques chez E. sepositus de la région de Salamandre (Mostaganem).

111.3.2.3 Développement ovarien

Chaque ovaire comportant un nombre plus ou moins élevé d'acini, et est protégé par une membrane
transparente, trés élastique, robuste, composée d'une seule couche cellulaire (couche épithéliale de
sacs extérieur et intérieur) (Delavault, 1960 ; Cognetti et Delavault, 1962) (Figure 22A). Selon
I’échelle de Byrne et al. (1997), Carvalho et Ventura (2002), Pérez et al. (2010) et Liu et al. (2018)
six stades de maturité sexuelle ont été observés chez E. sepositus durant la période d’étude.
Stade | « Développement » : pendant ce stade (Figure 22B) les ovaires ont une petite taille, ils
sont remplis majoritairement d’ovocytes prévitelogéniques, les ovocytes sont alignés autour de la
couche germinale, ou il y a une présence remarquable d’ovogonie. Les ovaires a ce stade, sont
retrouvés principalement dans les échantillons prélevés au mois de mars.

Stade Il « Pré-mature » : la taille des ovaires augmente, ils sont remplis d’ovocytes
prévitelogéniques distribués irréguliérement a la périphérie d’ovaire et d’ovocytes vitelogéniques
qui deviennent de plus en plus grosses et qui migrent vers la lumiére ovarienne. Leurs noyaux sont
plus importants et font apparaitre des masses chromatiques (Figure 22C). Les ovaires a ce stade,

sont observés principalement dans les échantillons prélevés entre avril et juin.
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Stade 11 « Mature » : les ovaires atteignent une taille importante, ils sont remplis d’ovocytes
vitelogéniques densément entassés dans la lumiére ovarienne ; ils ont pratiquement la méme taille,
bien individualisé, leur diameétre est supériecur a 300 um et qui peut aller jusqu’a 800 pum. Les
ovocytes prévitelogéniques sont rares (Figure 22D). Les ovaires a ce stade sont observés
principalement dans les échantillons prélevés au mois de juillet.

Stade 1V « Ponte partielle » : pendant ce stade les ovaires sont hétérogenes. Certains sont remplis
d’ovocytes vitelogéniques tandis que d'autres sont vides et contiennent des ovocytes résiduels non
expulsés (reliques) et des tissus phagocytaires (Figure 22E). Les ovaires a ce stade sont retrouvés
principalement dans les échantillons prélevés au mois d’aoft.

Stade V « Post-ponte » : a ce stade les ovaires sont ratatinés, vides, la paroi ovarienne s'‘épaissit,
la lumiere est libre, un abondant tissu phagocytaire apparaisse (Figure 22F), des ovocytes en cours
d'histolyse et des petites ovocytes reliques non expulsés. Les ovaires a ce stade sont retrouves
principalement dans les échantillons prélevés en mois de septembre.

Stade VI « Récupération » : a ce stade les ovaires sont un peu ratatinés, de petite taille, de jeunes
ovocytes préevitelogeniques et des nids d’ovogonie apparaissent alignés sur I'épithélium germinal
et autres eparpillés dans la lumiere avec quelques agglomérations des tissus phagocytaires (Figure
22G). Les ovaires a ce stade sont trouvés principalement dans les échantillons prélevés entre
octobre et février.
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Figure 22 : Photomicrographie des acini femelles d'E. sepositus. a : morphologie générale d'un
ovaire montrant ses différents compartiments ; b : développement ; ¢ : prémature ; d : maturité ;
e : partiellement pondu ; f : poste-ponte, G : récupération. Abréviation. SE : sac extérieur ; Sl :
sac intérieur ; OPV : ovocytes prévitelogéniques ; OV : ovocytes vitelogéniques ; N : noyau avec
des masses de chromatine (Cr) attachées a la membrane nucléaire interne ; Ovo : Ovogonie ; Lu :
lumiére ; Ovi : ovaires vides ; R : reliques ; TP : tissu phagocytaire. Barre d'échelle = 200 um.
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111.3.2.4 Développement testiculaire

Les testicules sont protégés par deux membranes tres comparables a celles des femelles, dans
lesquelles se développe 1’épithélium germinal ; ce dernier forme des colonnettes spermatiques
serrées les unes contre les autres et dressés vers I’intérieur. Une lumiére ou s’accumule les
spermatozoides libres (Figure 23A et Figure 23B). Cing stades sont détectés chez les males d’E.
sepositus :

Stade | « développement » : ce stade est caractérisé par une prolifération massive de 1’épithélium
germinale, composée de colonnettes spermatiques et de cellules interstitielles. La longueur des
colonnettes spermatiques est importante, les spermatozoides se détachent des sommets des
colonnettes pour s’accumuler dans la lumiére testiculaire (Figure 23B). Les testicules a ce stade
sont rencontrés principalement dans les échantillons prélevés entre mars et mai ;

Stade Il « Pre-mature » : la longueur des colonnettes spermatique régresse en faveur de la lumiére
testiculaire, qui est quasiment remplis de spermatozoides ; les cellules interstitielles sont rares
(Figure 23C). Les testicules a ce stade sont rencontrés principalement dans les échantillons
prélevés entre juin et juillet ;

Stade 11 « Mature » : a ce stade le testicule est mdr, les colonnettes spermatiques disparaissent,
les parois testiculaires sont extrémement aplaties voir indiscernables, la lumiére testiculaire est
bourrée de spermatozoides, ils prennent 1’aspect d’un tissu uniforme (Figure 23D). Les méles
m{rs dans la région de Salamandre sont collectés entre aoQt et septembre ;

Stade V « Post-ponte » : ce stade est caractérise par la présence des spermatozoides résiduels non
expulsés, un tissu phagocytaire abondant, une lumiére vide ; les parois se contractent et
s’épaississent par la suite de la rétraction des lames conjonctives apres la ponte et un épithélium
germinal pratiquement inactif (Figure 23E). Les testicules a ce stade sont rencontrés
principalement dans les échantillons prélevés entre octobre et novembre ;

Stade VI « Récupération » : ce stade est caractérisé par une paroi épaisse, un épithélium germinal
réactivé mettant en évidence la réapparition d’importants colonnettes spermatiques, une lumicre
contenant des spermatozoides précoces, des spermatozoides reliques et des phagocytes sont
également présents (Figure 23F). Les individus a ce stade sont collectés généralement entre

Décembre et Février.
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Figure 23 : Photomicrographie des acini males d'E. sepositus. a : Morphologie générale des
testicules montrant ses différents compartiments ; b : développement ; ¢ : prémature ; d : maturité ;
e : poste-ponte, f : récupération. Abréviation : SE : sac extérieur ; Sl : sac intérieur ; VP : péritoine
viscéral ; CTG : couche de tissu conjonctif ; SCG : sinus ceelomique génital ; CS : colonnettes
spermatiques ; Sd : spermatides ; Sp : spermatozoides ; Lu : lumiére ; Cl : cellules interstitielles ;

R : reliques ; EG : épithélium germinal ; TP : tissu phagocytaire. Barre d'échelle = 100 pum.
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111.3.3 Indice gonadosomatique (IGS)

Pour les males d’E. sepositus, il y a une augmentation progressive d’IGS jusqu’au mois de juillet
ou il enregistre une valeur maximale (12,59 %). Puis I’'IGS diminue brutalement durant toute la
période estivale (juillet-septembre) et marque un minimum de 2,01 % en mois d’octobre. Pour les
femelles, la valeur maximale d’IGS est enregistrée en mois de juillet (11,06 %), ou un faible pic

est observé, puis I’IGS tend a diminuer progressivement pour atteindre une valeur minimale de

3,53 % en mois de novembre (Figure 24).
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Figure 24 : Distribution mensuelle des valeurs moyennes de 1’indice gonadosomatique (IGS) des

males et des femelles de la population d’E. sepositus de la région de Salamandre.

La corrélation entre I’'IGS des deux sexes Veérifiés par le test de Pearson montre qu’ils se
reproduisent d’une maniére synchrone (r = 0,60 ; p < 0,05). Par ailleurs, les gonades femelles
paraissent plus grandes et plus lourdes par apport a ceux des males (Figure 24).

Le test de Pearson appliqué sur ’IGS des males et des femelles et les facteurs environnementaux
montre une corrélation positive entre I’IGS des deux sexes avec la photopériode et la température
de I’eau de mer (Tableau 2; Figure 25). La corrélation entre 1’IGS et la photopériode est plus

importante par rapport a la température de la mer.

76



III. E. sepositus

Tableau 2 : Corrélation entre I'lGS des deux sexes d’E. sepositus et les facteurs
environnementaux : la température et la photopériode dans la région de Salamandre. rT :

corrélation entre I’IGS et la température ; rP : corrélation entre I’IGS et la photopériode.

rT rP p
IGS des males 0,72 0,81 < 0,05
IGS des femelles 0,60 0,73 < 0,05
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Figure 25 : Evolution mensuelle des facteurs environnementaux (température et photopériode) de

la région de Salamandre.

111.4 Discussion

Nos résultats comparés a ceux obtenus par Risiego et al. (2011) dans la région de Blanes (Espagne)
montrent qu’il y a une absence totale de I’hermaphrodisme. Ces résultats different de ceux obtenus
par Cognetti et Delavault, (1960) dans le golfe de Naples (Italie) qui ont trouvé un taux
d’hermaphrodisme de 4 %. Pour cela les auteurs ont confirmé que cette espece est principalement
gonochorique rarement hermaphrodite. Le sex-ratio de la population d’E. sepositus de Salamandre
se caractérise par une dominance des males par rapport aux femelles, ce résultat est similaire a
celui obtenu par Cognetti et Delavault (1962) au niveau du golfe de Naples et celui trouve par
Meretta et al. (2013) chez la population de 1’étoile de mer chauve-souris (Asterina stellifera) en
Argentine. La différence dans la répartition des sexes dans une population peut étre liée aux
facteurs environnementaux tel que : la température qui peut agir sur le colt énergétique de la
production des ovules, en augmentant ce dernier, et par la suite lI'amélioration de la survie des

maéles par rapport aux femelles (Rivadeneira et al. 2010).
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Selon Rosiego et al. (2011) I’ovogenése chez E. sepositus est un processus continu, ces ovaires
contiennent des ovocytes de différent stade de maturité sur toute I'année, les femelles ont donc
tendance a stocker plus de nutriments dans les ovocytes (Honji et al. 2006). Durant les stades de
croissances des ovaires sont caractérisés par une forte présence d’ovocytes spécialement les
prévitelogéniques. En allant vers la maturité, la taille des ovocytes augmente. Aprés 1’émission
des gamétes, le nombre des ovocytes diminue, il reste certains ovocytes généralement atrésiques
ou mal développés (Benitez-Villalobos et Artinez-Garcia 2012) qu’on appelle les ovocytes
reliques. Ceux-ci seront éliminés par les tissus phagocytaires (Riesgo et al. 2011). Les produits
issus de la dégradation des reliques ovocytaires serviront a la nutrition des nouveaux ovocytes. Le
tissu phagocytaire disparait ensuite progressivement au fur et a mesure que la gonade reprend son
activité génitale (Cognetti et Delavault 1962).

Les colonnettes spermatiques [nomination attribuée pour la premiere fois par Delavault (1960)]
consistent en une cellule interstitielle centrale entourée de cellules spermatogénése, elles se
développent le long de 1’épithélium germinal vers la lumiére (Walker 1980 ; Chia et Walker, 1991).
Les cellules interstitielles couvrent la couche basale de 1’épithélium germinale jusqu’a la lumiere
testiculaire (Bickell et al. 1980), ces structures interviennent comme un support nutritif des
colonnettes spermatiques (Rosiego et al. 2011). Etant donné que les colonnettes spermatiques sont
le siege de la spermatogenese (Pastor-de-Ward et al. 2007), chez les astéroides (Walker, 1980),
elles offrent donc un descripteur potentiel du cycle de reproduction, leur longueur varie en fonction
des stades de maturité sexuelle. Quand la spermatogenese est au maximum la longueur des
colonnettes spermatiques est importante et au stade mature les colonnettes deviennent
indiscernables.

Durant la gamétogeneése, le stade mature est le plus court chez E. sepositus comme quelques autres
especes d’étoile de mer telle que : Allostichaster capensis (Rubilar et al. 2005) et Pharia
pyramidata (Benitez-Villalobos et Martinez-Garcia, 2012). La durée de la ponte varie d’une
espéce a une autre ; elle peut aller d’un mois jusqu’a cinq (Tableau 3). Le stade récupération est

le plus long, il est considéré comme période de croissance lente (Jangoux et Vloebergh, 1973).
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Tableau 3 : Comparaison de la durée de ponte chez les étoiles de mer.

Espece Durée (mois)  Localisation Référence

Echinaster sepositus 1 Salamandre (Algérie) Cette étude

Loxechinus albus 1 Tierra Del Fuego (Argentine) Pérez et al. 2010

Cosmasterias lurida 2 Golfo Nuevo (Argentine) Pastor-de-Ward et al. 2007

Henricia abyssicola 2 Atlantic Nord-Est Benitez-Villalobos et al. 2007

Asterina stellifera 2 Mar del Plata (Argentine) Meretta et al. 2013

Pharia pyramidatus 3 Pacifique tropical du Mexique Bem’t}ez-ViIIan}bos ®
Martinez-Garcia 2012

Oreaster reticulatus 4 USA et les iles Grenadine Scheibling 1981

Bernasconiaster pipi 5 Mar del Plata (Argentine) Rivadeneira et al. 2020

L’IGS d’E. sepositus montre que les femelles et les males ont le méme schéma de reproduction.
Selon Mariante et al. (2010), la synchronie dans la reproduction entre les sexes de la méme espece
augmente la probabilité de fécondation. Les gonades femelles d’E. sepositus sont plus grandes
comparées a celles des males. Des résultats similaires sont observés chez d’autres étoiles de mer
comme Asterina stellifera en Argentine (Meretta et al. 2013) et en Brézil (Carvalho et Ventura
2002), Oreaster reticulatus aux USA et aux iles de grenadines (Scheibling 1981) et Protoreaster
nodosus au Philippines (Bos et al. 2008), les auteurs ont associé ce phénomene aux différences
d'investissement calorique des deux sexes durant la gamétogenese. Généralement les ovaires ont
un développement précoce par rapport aux testicules et leurs demandes en acides gras et
carbohydrates est donc plus important (Ferguson, 1975).

La reproduction est un processus contr6lé par les facteurs environnementaux tels que : la
température, la photopériode et la disponibilité de la nourriture (Smith 1940, Mercier et Hamel
2009). Chez E. sepositus la gamétogenése s’active en mars quand la température commence a
s’¢lever et la maturité est atteinte aprés exposition a une photopériode supérieure a 12 heures. Pour
plusieurs espéces d’étoiles de mer, la température et la photopériode influencent directement le
déroulement du cycle annuel de la reproduction (Meretta et al. 2013 ; Cossi et al. 2015 ; Baeta et
al. 2016). L’influence de la température se marque principalement durant les stades de croissance
gonadique, dans lesquels elle joue un role d’activateur (Jangoux et Vloebergh, 1973) et la
photopériode favorise la croissance et le développement des gonades (Walker, 1975). La forte
corréelation entre la photopériode et I’'IGS fait que ce facteur abiotique est le premier facteur
contrdlant la reproduction d’E. sepositus, cette constatation est confirmée chez d’autres espéces

d’étoile de mer comme Pisaster ochraceus (Pearse et Eernisse 1982), Asterias rubens (Pearse et
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Walker 1986) et Asterina stellifera (Maretta et al. 2013) et chez certaines especes du genre
Leptasterias (Pearse et Beauchamp 1986).

Pour mieux déterminer le moment et la durée de la période de la ponte d'une étoile de mer, il
convient d'utiliser a la fois I’IGS et les examens histologiques (Pastor-de-Ward et al. 2006). Nous
avons rajouté les diamétres des ovocytes et la longueur des colonnettes spermatiques a ces deux
parameétres. Les résultats obtenus illustrent un modéle de reproduction annuelle chez les deux sexes
d’E. sepositus. Il est caractériseé par une seule ponte, qui commence en été (juillet-aott) et s’achéve
en automne (novembre) témoignant ainsi une longue période par rapport a la population du Blanes
(Espagne) (Rosiego et al. 2012), cette période correspond aussi a celle des femelles mais pas avec
celle des males qui est un peu précoce dans le golf de Naples (Italie) (Cognetti et Delavault, 1962).
La période de ponte d’E. sepositus différe de celle d’E. echinophorus qui se produit en printemps
début d’été (Avril-juillet) aux USA (Atwood 1973) mais elle coincide avec celle des autres
astéroides comme E. guyanensis en automne (March to May) en Brézil (Mariante et al. 2010),
Oreaster reticulatus aux états unis (Cheibling, 1981), Asterias amurensis en Tasmania (Australie)
(Byrne et al. 1997) et Pharia pyramidata en Mexique (Benitez-Villalobos et Martinez-Garcia,
2012).
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CHAPITRE IV : CARACTERISATION GENETIQUE,
MORPHOLOGIQUE, MORPHOMETRIQUE,
PHYLOGEOGRAPHIQUE ET GONADIQUE

D’OPHIODERMA

Ce chapitre a fait 'objet de trois publications dont deux publiés et une sous presse :

1)

2)

3)

Lebouazda, Z., Mezali, K., Khodja, I. & Soualili D.L. (2022). Morphological distinction of the Ophioderma Mtiller
& Troschel, 1840 species (Echinodermata: Ophiuroidea: Ophiacanthida: Ophiodermatidae) from the Algerian
west coast. Zootaxa, 5200, 301-320. Doi: 10.11646/zootaxa.5200.4.1

Lebouazda Z., Mezali, K., & Soualili D.L. (2024). Focus on the morphology of Ophioderma Muller & Troschel,
1840 from the Algerian west coast. Cahier de Biologie Marine., 65: 327-331 Doi: 10.21411/CBM.A.7301F199
Lebouazda, Z., Mezali, K., Anh-Thu Weber, A., Soualili, DL., & Chenuil, A. (sous presse). Phylogeography of the

Atlanto-Mediterranean brittle star Ophioderma longicaudum (Ophiuroidea, Echinodermata) with new gonad

histology and genetic data from Algeria. Publication a la revue Zoological Journal of the Linnean Society
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V.1 Sous-Chapitre IV : Caractérisation génétique, morphologique
et morphométrique d’Ophioderma

IV.1.1 Introduction

Ce chapitre est divisé en deux sous chapitres par rapport a leurs thématiques. Cette partie vise a
identifier et caractériser les spécimens d’Ophioderma retrouvés dans la cote de Mostaganem. Les
Méthodes utilisées sont la biologie moléculaire, la morphologie selon les clés d’identification
établis sur 1’ancien complexe d’O. longicauda (Stohr et al. 2020) et une identification

morphomeétrique en utilisant les différents éléments squelettiques de 1’animale.
IV.1.2 Matériel et Méthodes

IV.1.2.1 Modele expérimental : Ophioderma

Ophioderma est le genre d’ophiures appelées communément « les ophiures lisses », des especes
tres communes, qui peuplent tous les habitats marins allant des pbles a I'équateur et des récifs
intertidaux & 6500 m de profondeur (Smith et al. 1995 ; O'Hara et al. 2017). Elles représentent une
composante majeure de la faune benthique en occupant une variété de niveaux trophiques et en
adoptant de différentes stratégies de dispersion (Thuy et Stéhr 2016 ; Alitto et al. 2018).

IV.1.2.2 Systematique
Régne : Animalia

Phylum : Echinodermata Klein, 1778
Classe : Ophiuroidea Gray, 1840
Ordre : Ophiacanthida O'Hara, Hugall, Thuy, Stéhr & Martynov, 2017
Famille : Ophiodermatidae Ljungman, 1867

Genre : Ophioderma Muller & Troschel, 1840

1VV.1.2.3 Le choix d’Ophioderma

Il y a plus de deux siecles qu’O. longicaudum (Bruzelius 1805) a été décrite. Elle a été connue
pour sa morphologie trés variable et comme espece pondeuse a larves planctoniques. Cependant,
un autre mode de reproduction a été découvert en 2009 chez cette espéce : la couvaison, ou les
ceufs se développent dans la cavité gastrovasculaire du parent. Il a été soupgonné qu’il y avait un
complexe d'espéces cryptiques, sous le nom d’O. longicauda, et que leurs différences

morphologiques révélaient une variabilité intraspécifique (Fenaux 1972 ; Stohr et al. 2009 ;
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Boissin et al. 2011 ; Stohr et al. 2020). Puis, six genes mitochondriaux (COI) ont été différenciés
de ce complexe d'especes révélant trois lignées potentiellement distinctes (Weber et al. 2014, 2015,
2017, 2019). Récemment cing especes de ce complexe ont été decrites, dont deux sont couveuses :
O. hybridum Stéhr, Weber, Boissin & Chenuil, 2020, et O. zibrowii Stéhr, Weber, Boissin &
Chenuil, 2020 et trois sont a larve planctonique : O. longicaudum (Bruzelius, 1805), O.
guineense Greeff, 1882 et O. africanum Stohr, Weber, Boissin & Chenuil, 2020. Pour ces raisons,
nous avons choisi ce complexe pour la présente étude, afin d'identifier I’espéce ou les especes
d'Ophioderma et orienter le premier axe de la systématique des ophiures dans la cote de

Mostaganem.

IVV.1.2.4 Echantillonnage

Un lot composé de 67 individus d’Ophioderma est récolté des deux stations de la Wilaya de
Mostaganem (Tableau 4; Figure 16). L’échantillonnage a été réalisé¢ entre Novembre 2020 et
Septembre 2021 par plongée en apneée entre 1,5 et 8 m de profondeur, durant la nuit en raison du
comportement sciaphile de ces espéces. Aprés la collecte, les individus sont transportés
immédiatement au laboratoire dans un bac contenant de 1’eau de mer et de petits blocs prélevés de
leurs biotopes naturels. Au laboratoire les individus sont maintenus en vie jusqu’au traitement.
Tableau 4 : Localités et caractéristiques d’échantillonnage d’Ophioderma spp. N : nombre

d’individus ; P : profondeur.

Station N Saison P (m)
Salamandre 13 Automne 7
03 Hiver
Stidia Ouest 6 Automne 15
Stidia Est 15 Hiver 3-8
13 Printemps
20 Eté

IVV.1.2.5 Travaux au laboratoire

IV.1.2.5.1 Anesthésie des échantillons

Tous les échantillons utilisés dans cette these ont été anesthésiés par le Chlorure de Magnésium
avant d’étre manipulés. L'utilisation du MgCl (Chlorure de Magnésium) comme anesthésiant est
préférée pour de nombreux invertébrés, y compris les échinodermes, cette operation est nécessaire
pour immobiliser I’animale et facilite les procédures du prélévement qui peuvent étre douloureuses

ou stressantes (Ross et Ross 2008 ; Cooper 2011 ; Gouveneaux 2016). L’anesthésie des
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¢échantillons consiste & immerger I’animale dans une solution de MgCl2 a 1% dans I’eau de mer
(environ 10 g /1) pendant 15 min au froid. L’animale ne doit pas étre transféré directement dans
la solution anesthésiante, la solution concentrée doit étre rajoutée graduellement a lI'eau de mer
contenant I’animale jusqu'a la concentration finale. Selon Gouveneaux (2016) la sur-relaxation
peut entrainer une diminution de la pression ccelomique, une formation de bulles d’air dans le

ccelome pourra par la suite induire I’éclatement des tissus.
IV.1.2.5.2 Caractérisation génétique d’Ophioderma
IV.1.2.5.2.1 Le choix des marqueurs

Le code-barres génétique COI (Cytochrome Oxidase sous unité 1) est considéré comme un
marqueur universel, rapide (facilement amplifiable) et efficace (son polymorphisme entraine une
accumulation plus rapide des mutations que 1’ADN nucléaire) pour classifier les espéces (Hebert
et al. 2003 ; Muth 2006). Il ne subit aucune recombinaison qui pourrait empécher ou rendre plus
délicate la reconstitution de la succession des événements démographiques et évolutifs subis par
les lignées, autrement dit, ’arrangement des génes est bien conservé dans I’ADN mitochondriale
(Boissin 2008 ; Marzouk 2016). Mais comme le COI est transmis d’une maniére uniparentale
héritées de la lignée maternelle, il ne peut pas donner une vision sur les mouvements évolutifs qui
affectent les males, ou qui affectent différemment les males et les femelles (Toews et Brelsford
2012 ; Pons et al. 2014). De ce fait, I’utilisation conjointe de deux marqueurs génétiques semble
étre une stratégie pertinente pour valider certaines interprétations et permettre de différencier de
fagon plus ou moins sensible les espéces d’Ophioderma.

Le marqueur nucléaire EF1 (Elongation Factor 1-a) a été choisi avec le COI dans cette étude afin
de garantir la continuité avec les études précédentes (Boissin et al. 2011 ; Weber et al. 2015, 2019 ;
Gouillieux et al. 2024) et d'effectuer une comparaison plus appropriée.

IV.1.2.5.2.2 Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN est effectuée selon le protocole QIAGEN DNeasy Blood and Tissue Kit a
partir d’un trés petit moreau de bras. L’ADN est élu deux fois dans le kit d’extraction dans 60 pl
et 30 pl du tampon respectivement puis 1 pl est dilués 10 fois avant d’étre vérifiés sur le gel
d’agarose et par la suite amplifiés.

IV.1.2.5.2.3 Electrophorese

Les ADN sont vérifiés sur un gel d’agarose de 1 % (1g de gel dans 100 ml de TAE 0.5x (tris
acétate EDTA dilué 2 fois dans 1’eau) contenant du bromure d’éthidium (TBE) pour suivre la
migration d’ADN sur le gel par fluorescence sous UV. Un mélange d’ADN et de tampon de charge

Omega bio-tek (3 pl /4 pl respectivement) est préparer avant d’étre inclut dans les puits (environ
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6 pl dans chaque puits) le premier puits contient le marqueur de taille smart leader SF. La migration
d’ADN est effectuée sur une plaque d’électrophorése sous une tension de 200 v pendant 30 min
(Figure 26B, C et E). L’observation sous UV est effectuée a 1’aide d’un appareil Gel Doc de type
BIORAD (Figure 26F).

1VV.1.2.5.2.4 Amplification
Le mélange réactionnel pour la PCR est préparé dans une salle Pré-PCR sous une hotte menue des

rayons UV permettant sa décontamination. Le mélange contient 1pl d’ADN, 16,48 ul d’H20
stérile, 1,5 ul de MgCly, 0,5 ul de mélange dNTP stock, 0,2 um d’amorce sens (F), 0,2 d’amorce
antisens (R), 0,13 pl d’enzyme Taq polymérase et 5 ul de solution tampon 5X flexi-go. Les
amorces utilisées dans cette étude sont répertoriées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Amorces utilisées dans I’amplification et le séquengage des ADN.

COl EF1
Sens (F) CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC CCACATTGCATGCAAGTTT
Antisens (R) AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC TCTCTTGGTCATCTTGGTTG

La PCR démarre par dénaturation d’ADN a 94°C pendant Smin ensuite une succession de 40
cycles de dénaturation a 94°C/ 40 S, hybridation a 50°C / 40s, élongation a 72°C / 1min et une
élongation finale a 72°C pendant 5min (Figure 26D).
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Figure 26 : Matériels utilisés pour extraction et amplification d’ADN d’Ophioderma. A : la lyse
des tissus dans un incubateur ; B : vérifications de I’extraction d’ADN sur un gel d’agarose ; C :
électrophorese ; D : appareil 8 PCR pour amplification ; E : vérification de la PCR ; F : appareil
Gel Doc.
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1V.1.2.5.2.5 Séquencage

Les ADN sont envoyes a une entreprise allemande (Eurofins Genomics, Berlin, Allemagne) pour
faire un séquencage Sanger. Cette méthode consiste a mettre I’ADN a séquencer avec des amorces,
de I'ADN polymérase et des nucléotides d'ADN (dATP, dTTP, dGTP et dCTP). Des nucléotides
didésoxy (ddATP, ddCTP, ddGTP et ddTTP) marqués par un fluorochrome (colorant) et sont
également ajoutés. Ces nucléotides empéchent la formation de la liaison phospho-diester, et donc
la poursuite de I’¢longation du brin d’ADN. Une PCR est réalisée en amont, puis une
électrophorese qui permet de classer les fragments selon leur taille et ainsi d'obtenir la séquence
nucléotidique. Les dANTP marqués par un fluorochrome sont détectés suite a 1’exposition au rayon
laser excitant la molécule fluorescente et permettant d’obtenir un électrophorégramme.

1V.1.2.5.3 Caractérisation morphologique d’Ophioderma

La morphologie des échantillons est discutée selon les clés (critére morphologiques) décris par
Stohr et al. (2020) (Tableau 6, Figure 27).
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Figure 27 : Morphologie d’Ophioderma (Hendler 2018 ; Stohr et al. 2009 modifiées). M :
madréporite ; Bc-O : bouclier orale ; PVB : plaques ventrales de bras ; Br-G : bourses génitales ;
Bc-R : bouclier radial ; E : épines ; PDB : plaques latérales de bras ; LyOs : I’ossicule de Lyman ;
AdShSp : épines du bouclier adoral ; LOPa : papilles orales latérales ; IPa : papilles infra-dentales ;
TPa : papilles dentales ; vT : dent ventrale ; OPRSp : papille plate orale ; VAP : plaque ventrale
de bras ; LAP : plaque latérale de bras.
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Tableau 6 : Caracteres clés qui distinguent les espéces d'Ophioderma Miiller & Troschel, 1840
(le complexe d’especes d’O. longicauda) de la mer Mediterranée, de I'océan Atlantique Nord-Est

et Tropical (Stohr et al. 2020). PDB : plaques dorsales des bras.

O. longicaudum  O. gueneense O. africanum O. hybridum O. zibrowii
PDB Multiples Généralement Généralement Généralement >  Unique
unique unique / 2 2piéces, parfois
piéces unique
L’épaisseur  Bombées Plates Plates Plates / peu Plates
des PDB bombées
Epines [7-10] [8-13] 8 [7-10] 7
Bouclier Couvert de Couvert Couvert Généralement Généralement
radiale granules couvert nue
Couleur Rouge noirdtre & Grisatre foncé/ Brun foncé, Brun / olive, Brun verdatre /
dorsale brun brun  verdatre, parfois disque schémas blancs olive, taches
taches blanches /  tachetg, de sur le disque, blanches le long
sombres, des taches noires le taches blanches de la limite
anneaux noirs longdelalimite le long de la distale des PDB
sur le disque, distale des PDB limite distale
limite distale du des PDB
PDB taché de
blanc et de noir.
Couleur Comme le dorsal Vert péle ou Comme le Comme le Comme le
ventrale créme dorsal dorsal dorsal
Papilles 8 9 8 [7-10] 8
orales
Période de Juillet Aot ? Aot ? Mai-Juin
reproduction
Mode de Pondeuse a larve Probablement Pondeuse a Probablement Couvante

Pondeuse a larve

larve

couvante

reproduction planctonique

planctonique planctonique

IV.1.2.5.4 Caractérisation morphométrique d’Ophioderma

L’analyse canonique a été décrite la premicre fois par Harrold Hotelling (1936), c’est une
procédure qui permet de caractériser les combinaisons linéaires entre des variables aléatoire et de
lier les formalismes de plusieurs techniques de la statistique multivariée (Croux et Dehon 2002).
Dans cette étude, I’analyse canonique des variantes a été utilisée pour définir les relations linéaires

entre les variables morphométriques de 67 individus d’Ophioderma et leurs stations
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d’échantillonnage (Salamandre, Stidia Est et Stidia Ouest), autrement dite pour vérifier I’effet
stations sur la morphologie d’Ophioderma.

Les variables considérées pour 1’étude morphométriques sont illustrées dans la Figure 28, ils sont
mesurés des deux faces dorsale et ventrale. Les 11 variables représentent la moyenne des cing
mesures prises dans le sens d’aiguilles de montre a partir de la madréporite.

Les variables de la face dorsale (Figure 28A) ont été prises a 1’aide d’un pied a coulisse (= 0,01
mm) et un ruban gradué, elles renferment : le diamétre de disque qui représente la moyenne des
distances entre les boucliers radiaux et l'interradius [dd = (d1 + d2)/2] ; la longueur des bras
intacts et non régénerés ; la largueur proximale des bras et la largeur d'interradius.

Les variables de la face ventrale (Figure 28B) ont été mesurés a partir des photos par le logiciel
ImageJ (x 0.001 mm). Ces variables sont : la longueur et la largeur de la madréporite, le ratio
largeur / longueur de la madréporite, la longueur et la largeur du bouclier oral, la longueur du
bouclier adoral et une seule variable qualitative a été considérée, a savoir la présence ou l'absence
de taches blanches sur les plaques du bras ventral.

Pour éliminer l'effet de taille, toutes les mesures ont été standardisées par rapport aux diametres
du disque.

Figure 28: Les mesures prise de la face dorsale (A) et ventral (B) d’Ophioderma. Il : largeur
d’interraduis ; IB : largeur du bras ; d1 et d2 : petit et grand diameétre du disque ; M : madréporite ;
L et | : longueur et largeur de la madréporite et le bouclier oral ; Bc-O : Bouclier oral ; Bc-Ad :
bouclier adoral ; Br-G : Bourses génitales ; PVB : plaque ventrale du bras. Les fleches noires

représentent les taches blanches sur les PVB. La barre d’échelle = Smm.
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La représentation graphique de I’ACV sous forme de nuage de points est effectuée a l'aide du
logiciel Past v 1.93. Un test de A-Wilk par une approximation du y 2 est réalisé pour estimer le

degré de discrimination de chaque axe.
1V.1.3 Résultats

IV.1.3.1 Caractérisation génétique
Sur 67 échantillons, 66 sequences sont obtenues pour le COI de 630 paires de bases, et 65
séquences du EF1 de 230 paires de bases appartenant au cluster 3 (O. longicaudum) de 1’ancien

complexe d’espece d’O. longicauda.

IV.1.3.2 Caractérisation morphologique d’Ophioderma longicaudum

Les individus analysés montrent une variété morphologique importante, les plaques dorsales des
bras sont de trois types : uniques, multiples ou deux (02) piéces par articulation, parfois bombées,
peu bombées ou bien plates, leurs limites distales sont principalement tachetées de blancs et noir
(Figure 29 ; Figure S4 ; Tableau 7).

La plupart des individus ont une couleur olive et brune sur les deux faces dorsale et ventrale
néanmoins, plusieurs variations sont observées comme des disques noiratres et rougeatres sur la
face dorsale et creme a orange sur la face ventrale (Tableau 8; Figure 31-Figure 32, Figure S1—
S3). Le bouclier radial, trois types sont observes : couvert de granules, nu et mixte (Figure 30), ce
dernier veut dire que pour le méme individu une partie du bouclier est couverte et 1’autre est nue.
Le nombre des papilles oraux est entre 6 et 13. Le nombre des épines de bras est entre 7 et 13
épines. Les individus qui ont des disques inférieurs a 16 mm ont entre 7 et 10 épines, ceux qui ont
des disques entre 16 et 27 mm ont entre 7 et 13 épines, et ceux avec un disque qui dépasse 22 mm

ont entre 12 et 13 épines (Figure S4).
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Figure 29 : Variation morphologique de la limite distale des plaques dorsales des individus
d’Ophioderma. Les lettres réferent a la description dans le Tableau 8. Les fleches noires montrent
les taches noires, les fleches blanches montrent les taches blanches et les fleches rouges montrent

les taches blanches entourées par le noir. Barre d’échelle = 0,5 cm.
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Tableau 7 : Description de la limite dorsale des individus d’Ophioderma. Les lettres dans la

colonne « Code » réferent les images dans la Figure 29.

Limite distale des plaques dorsales de bras (PDB) Code

Droite, irréguliére, distalement concave, tranchante, grosses taches blanches / de petites taches noires sur

les bandes grises, sur certaines PDB alternance des taches noir et blanches

Droite, émoussée, taches noires, quelques taches blanches sur les PDB proximaux B
Droite/ concave, émoussée, petites taches blanches C
Concave/ droite, tranchante, grosses taches blanches entourées par le noir / taches noires D
Droite/ concave, peu émoussée, de trés petites taches blanches entourées par le noir E
Droite, irréguliére, tranchante, grosses taches blanches entrecoupées par le noir, parfois alternance des .

taches noir et blanches

Concave/ droite, straight, peu émoussée, petites taches noires/ grosses taches blanches sur certains PDB G

Droite, émoussée, petites taches noires et peu de taches blanches entourées par le noir H

Concave, irréguliere, peu émoussée, nuance de petites taches noires sur quelques PDB |

Concave/ droite, émoussée, taches blanches entourées par le noir sur quelques PDB J
Droite/ concave, émoussée, grosses taches blanches / petites taches noires et parfois alternances des K
deux

Droite/ concave, émoussée, quelques taches blanches/ noires sur quelques PDB L
Droite, irréguliére, distalement concave, tranchante, grosses taches blanches / de petites taches noires sur
certaines PDB alternance des taches noir et blanches

Droite, irréguliere, émoussée, peu de taches blanches et nuances de taches noires sur quelques PDB N
Concave/ droite, irréguliere, émoussée, rares taches blanches sur quelques PDB )
Droite, irréguliére, distalement concave, émoussée, grosses taches blanches / petites taches noirs, sur 5
certains PDB alternance des deux

Concave, irréguliére, tranchante, non tachetée Q
Droite/ concave, émoussée, peu de taches blanches R
Droite/ concave, irréguliére, tranchante, grosses taches blanches sur quelques PDB S
Droite, irréguliére, émoussée, non tachetée T
Droite, concave, tranchante, alternance de trés petites taches blanches et noires U

91



IV. O. longicaudum

Figure 30 : A : Bouclier radial couvert ; B : nu ; C : mixte. B¢c-RC : bouclier radial couvert ; Be-

RN : bouclier radial nu.
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Figure 31 : Couleur dorsal du disque. Les chiffres romains référent a la description dans le
Tableau 8. I : ’aspect général d’aspect olive (a) et brun (b). Il : nuance de brun (a) et vert olive

(b). Barre d’échelle = 0,5 cm.
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Figure 32 : Couleur ventral du disque. Les chiffres romains réferent a la description dans le
Tableau 8. | : disque olive (a), brun (b), olive avec des taches blanches (c) et dégradation du brun
foncé a creme (d) ; Il : description générale du type Il (a), comme le dorsal qui vire au creme
(b) ; IV : Description générale du type IV (a), disque jaune créme a orange (b) ; VIII : La
description générale du type VIII (a), disque avec schéma orange (b). Barre d’échelle = 0,5 cm.
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Tableau 8 : Description de la couleur dorsale du disque d’Ophioderma. Les chiffres romains

réferent aux images dans la Figure 31.

Couleur dorsale Code

Vert olive (a)/ brun (b), taches noires au milieu du disque, parfois sont collées et s'étalent dans la zone

interradiale en deux rangés, taches blanches dispersées sur tout le disque parfois plus grand au centre

Nuance de brun, grosses taches blanches 1

Nuance de brun (a) et vert olive (b), couleurs vives, panachés de blanches, noires, rouges et oranges taches Il

Panaché de vert, brun et blanc, taches brunes et orange entourées de noir ou blanc v
Vert rougeatre, taches brunes et oranges, de petites taches blanches, certains granulés sont détachés des
disques par frottement. v
Brun rougeétre, tches blanches VI
Vert & brun clair, taches brunes rougeétres, taches blanches Vil
Brun noiratre, certains (non représentés sur Figure 31) présentaient des taches blanches et des taches
brunes au milieu du disque. Vil
Vert, petites taches noires et blanches IX
Nuance de brun, taches blanches entourées de noir, série de taches blanches sur le contour du disque N

formant un ruban.

La description morphologique détaillée des 67 individus collectés des trois stations selon les
criteres établis par Stohr et al. 2020 sont regroupés dans Tableau 3-Tableau 9 et les Figure 29—
Figure 32. Le nombre des papilles oraux est indiqué comme un intervalle, le nombre le plus
fréquent est indiqué juste apres 1’intervalle suivi par sa fréquence d’apparition entre parenthése par
exemple I’individu LPVCMRMS2021.652 posséde entre 7 et 11 papilles et le nombre 8 est
apparus 5 folis.

En se basant uniquement sur les critéres morphologiques (Stohr et al. 2020), rend 1’identification
exacte des individus collectés difficile. Chaque individu étudié présente des caractéres qui se
chevauchent et interférent avec celles qui caractérisent plusieurs espéces D’ Ophioderma, raison
pour laquelle, dans la derniere colonne du Tableau 9, nous avons noté le nombre de critéres qui
ressemblent a telle ou telle espéce par exemple dans le cas du premier individu, nous avons trouvé
5 criteres qui ressemble a O. hybridum et 4 a O. longicaudum. Vue la grande variabilité
morphologique de notre échantillon, nous avons séparé en deux colonnes la couleur de la face

dorsale du disque de celle de la limite distale de plaques dorsales du bras.
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Tableau 9 : Morphologie individuelle d'Ophioderma de la céte ouest algérienne. dd : diamétre de disque ; PDB : plaque dorsales des bras ; BR :

bouclier radiale ; EB : Epines des bras ; PO : Papilles orales. Les lettres (A—U) dans la colonne limite distal des PDB se réferent a la description

dans le Tableau 7 et la Figure 29. Les chiffres romains (I—X) dans la colonne des couleurs dorsales renvoient aux descriptions du Tableau 8 et

la Figure 31. La couleur ventrale se référe a la Figure 32. Le nombre de papilles orales est donné sous forme d'intervalle, le nombre le plus fréquent

est indiqué juste apres l'intervalle suivi de sa fréquence d'apparition entre parenthéses (par exemple, l'individu LPVCMRMS2021.652 avait entre

7 et 11 papilles et le nombre 8 est apparu cing fois). Les cellules vides indiquent la méme observation que la précédente.

Limite
. distal Couleur Type de Epaisseur Nombre  Nombre de .
Individu dd (mm) Couleur ventrale BR Critéres communs avec les espéces d’Ophioderma
des dorsale PDB de PDB d’EB PO
PDB
Salamandre
Vert clair et Multiples . . .
LPVCMRMS2020.601 23,41 U IX . Plate Nu [7-10] 8 7 critéres d’O. hybridum et 5 d’O. zibrowii
creme / 2 piéces
Comme le dorsal ) . . . . .
LPVCMRMS2020.602 23,67 B 1l . . Bombée Mixte [9-10] [7-9]8 6 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. zibrowii et O. longicaudum
vire vers le creme
Jaune créme a . . .
LPVCMRMS2020.603 25,39 N v Nu [8-9] [7-8]8 7 critéres d’O. hybridum, 4 d’O. zibrowii et 2 pour le reste
orange
Multiples - - - - — -
LPVCMRMS2020.604 25,61 A | Mixte [8-12] [8-9]9 6 criteres d’O. hybridum, 4 d°O. zibrowii et 4 d’O. guineense
Comme le dorsal Plate
LPVCMRMS2020.605 24,60 B | [7-9] [7-8] 7 criteres d’O. hybridum, 3 d’O. guineense et 2 pour le reste
Dégradation du . .
Couvert 7 critéres d’O. hybridum, 4 d’O. guineense et 3 d’O.
LPVCMRMS2020.606 22,07 F | brun foncé a [8-7] 8 .
. longicaudum
créme
LPVCMRMS2020.607 23,91 o 1l Comme le dorsal Unique Bombée [7-8] [8-9] 6 critéres d’O. hybridum et 2 d’O. zibrowii et O. longicaudum
Comme le dorsal . Peu ) . .
LPVCMRMS2020.608 24,71 o VI . Multiples ) Nu [7-11] [7-8] 5 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. longicaudum
et plus claire bombée
LPVCMRMS2020.609 21,68 E | Comme le dorsal Unique Plate Couvert [7-9] [8-9]8 6 criteres d’O. hybridum et 2 d’O. zibrowii et O. guineense
95
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Olive taches . .
LPVCMRMS2020.610 22,51 | [8-11]9 7 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. guineense
blanches
LPVCMRMS2020.611 25,16 | Comme le dorsal Multiples Bombée Mixte [8-10] 8 6 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. zibrowii
Comme le dorsal . . . .
LPVCMRMS2020.612 24,98 11 . . Plate Nu [7-11] [7-9]8 6 critéres d’O. hybridum, 4 d°O. zibrowii et 3 d’O. guineense
vire vers le creme
LPVCMRMS2020.613 22,77 | Comme le dorsal Bombée [7-10] [7-10]9 7 critéres d’O. hybridum et 5 d’O. longicaudum
Brun taches N . . .
LPVCMRMS2020.614 20,33 | 2 piéces Couvert [8-10] [8-9] 9 critéres d’O. hybridum, 4 d’O. africanum et 3 d’O. guineense
blanches Plate
Multiples . . .
LPVCMRMS2020.615 19,05 | Comme le dorsal [7-10] [7-10] 9 criteres d’O. hybridum, 4 d’O. longicaudum et O. guineense
LPVCMRMS2020.616 20,12 | Comme le dorsal Multiples  Plate Nu [8-11] [7-10] 8 critéres d’O. hybridum et 5 d’O. zibrowii
Stidia-Ouest
LPVCMRMS2020.617 19,21 | Multiples ~ Bombée Couvert [7-8] [7-9] 5 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. longicaudum
Comme le dorsal
Peu
LPVCMRMS2020.618 18,38 VIII 2 pieces bormbé Nu 8 4 critéres d’O. hybridum et 5 d’O. longicaudum
ombée
7-10
Brun taches [ ] ) )
LPVCMRMS2020.619 19,00 | [7-10] 7 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. longicaudum
blanches ) Bombée Mixte
LPVCMRMS2020.620 19,81 | Multiples 8 7 critéres d°0. hybridum et 4 d°O. longicaudum
Comme le dorsal . .
LPVCMRMS2020.621 18,17 1 [8-10] [7-10] 8 7 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. longicaudum
LPVCMRMS2020.622 23,45 v Plate Nu [7-12] [7-9]8 5 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. zibrowii
Stidia-Est
Plate . . . .
LPVCMRMS2021.623 22,05 | Nu [8-12] [7-9]18(6) 7 critéres d’O. hybridum, 5 d’O. guineense et 4 d’O. zibrowii
Multiples  Peu . .
LPVCMRMS2021.624 19,51 1 ) [7-11] [7-10] 7 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. guineense
bombée Couvert
Comme le dorsal 5
eu
LPVCMRMS2021.625 22,62 | [7-10] [7-9] 6 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. guineense
bombée
Plate .
N Mixte . . . .
LPVCMRMS2021.626 22,95 | 2 pieces [8-10] [7-8]8 7 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. zibrowii et O. guineense
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LPVCMRMS2021.627 17,83 |
LPVCMRMS2021.628 24,94 1l
LPVCMRMS2021.629 22,53 11
LPVCMRMS2021.630 22,00 \Y
LPVCMRMS2021.631 24,49 |
LPVCMRMS2021.632 20,84 VI
LPVCMRMS2021.633 20,77 |
LPVCMRMS2021.634 19,15 VI
LPVCMRMS2021.635 14,58 VI
LPVCMRMS2021.636 21,27 X
LPVCMRMS2021.637 23,12 |
LPVCMRMS2021.638 23,35 1
LPVCMRMS2021.639 24,22 VII
LPVCMRMS2021.640 26,66 11
LPVCMRMS2021.641 21,74 1l
LPVCMRMS2021.642 20,36 |
LPVCMRMS2021.643 17,73 |
LPVCMRMS2021.644 19,85 1l
LPVCMRMS2021.645 23,22 |
LPVCMRMS2021.646 19,79 |

Suite Tab. 10

Unique [8-11] [7-8] 8 critéres d’O. hybridum, 5 d’O. zibrowii et 4 d’O. guineense
[8-10] [7-8] 8 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. zibrowii
Multiples — - it > i °0. zi i i
p Bombée NG [7-9] [8-10] 8 6 critéres d’O. hybridum et 5 d’O. zibrowii et O. longicaudum
[8-10]9 . . .
[7-10] " 8 critéres d’O. hybridum et 5 d’O. longicaudum
. Mixte [7-10] 8 . . .
2 pieces 7 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. longicaudum
[7-10] (6)
Multiples Plate Couvert [5-9]18(7) 6 critéres d’O. hybridum et 3 pour le reste
Mixte [7-9] 8 (5) 7 critéres d’O. hybridum et 2 pour le reste
. Nu [7-12] [7-9]18 (5) 6 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. zibrowii
Unique Bombée
6 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. guineense et O.
Couvert [7-9] [7-8] 8 (9) .
longicaudum
Multiples  Plate Nu [7-10] [7-9]18(6) 8 critéres d’O. hybridum, 3 d’O. guineense et 2 pour le reste
. Peu . . .
2 pieces ) Mixte [8-10] [7-9] 7 critéres d’O. hybridum et 4 d°O. zibrowii
bombée
Bombée [8-11] 8 5 critéres d’O. longicaudum et 5 d’O. hybridum
. Peu . .
Multiples ) Couvert  [8-11] [7-9]18(7) 5 critéres d’O. hybridum et 4 d°O. longicaudum
bombée
[7-10] 8 . . " .
Nu [8-11] 5 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. zibrowii et O. longicaudum
Bombée 4)
6 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. guineense et O.
Couvert [8-12] [8-9] .
longicaudum
[7-10] [8-10] 8 ) . B
Nu o 8 critéres d’O. hybridum et 7 d’O. zibrowii
2 piéces Plate
P (1019 . . o
Couvert [7-11] ©) 6 critéres d’O. hybridum, 5 d’O. guineense et 4 d’O. zibrowii
Mixte [8-10] [7-9] 8 (6) 7 critéres d’O. hybridum et 5 d°O. zibrowii
Peu [8-10] 9 » . .
Couvert [7-10] 7 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. guineense
bombée (6)
Multiples Mixte [7-11] [7-9] 8 (5) 5 critéres d’O. hybridum et 3 d°O. zibrowii
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7-10] 8
LPVCMRMS2021.647 14,41 M VIl Plate Couvert [7-9] E5) ] 8 critéres d’O. hybridum et 4 d’O. guineense
[8-11] 8 5 critéres d’O. hybridum, 2 d’O. africanum et 3 d’O.
LPVCMRMS2021.648 24,41 | | [7-10] .
Mixte 6) longicaudum
5 critéres d’O. hybridum, 3 d’O. zibrowii et 1 d’O.
LPVCMRMS2021.649 23,41 J | 2 piéces Peu [8-12] [6-9] 8 (5) i
longicaudum
bombée [10]8
LPVCMRMS2021.650 25,43 A | Couvert [8-13] ©) 5 critéres d’O. hybridum et 2 d’O. guineense et O. africanum
LPVCMRMS2021.651 23,66 A I [8-11] [7-9]18 (5) 6 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. zibrowii
[7-11]8 6 criteres d’O. hybridum, 4 d’O. zibrowii et 1 d’O.
LPVCMRMS2021.652 25,20 A | Bombée .
(5) longicaudum
Multiples TR [8-10]
eu
LPVCMRMS2021.653 21,26 B I bombe [7-9]7(5) 7 critéres d’O. hybridum et 4 d°O. zibrowii
ombée
Mixte
) 7 critéres d’O. hybridum, 5 d’O. zibrowii et 1 d’O.
LPVCMRMS2021.654 22,62 B | 2 pieces [7-10] [7-9] 8 (5) .
Plate longicaudum
i [7-10]8 . S
LPVCMRMS2021.655 18,93 A | Multiples [8-10] ©) 7 critéres d’O. hybridum et 4 O. zibrowii
6 critéres d’O. hybridum, 4 d°O. zibrowii et 1 d’O.
LPVCMRMS2021.656 17,01 K I Unique Bombée [7-10] [7-8]17 (7) )
longicaudum
LPVCMRMS2021.657 15,27 K | Plat Couvert [7-8] [7-8] 8 (8) 7 critéres d’O. hybridum et 4 d°O. zibrowii et O. guineense
ate
" . [7-10] 8 . . R i
LPVCMRMS2021.658 21,03 A | 2 piéces Mixte [9-11] @® 6 critéres d’O. hybridum, 4 d°O. zibrowii et 4 d’O. guineense
Peu .
LPVCMRMS2021.659 14,17 A | . ) Couvert [7-9] [7-9]18(5) 7 critéres d’O. hybridum et 2 pour le reste
Multiples  bombée
i [13-9] . N
LPVCMRMS2021.660 24,91 B | Mixte [8-11] 4 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. zibrowii
9(4)/10(4)
. ) 4 critéres d’O. hybridum, 3 d’O. zibrowii et 2 d’O.
LPVCMRMS2021.661 25,95 B It 2 piéces Bombée Nu [8-11] [7-8] )
longicaudum
) [7-10]8 : i
LPVCMRMS2021.662 23,49 B 11 Multiples Couvert [7-10] @ 7 critéres d’O. longicaudum et 6 d’O. hybridum
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Peu
LPVCMRMS2021.663 22,58 It bormbé Mixte [7-11] [8-9]19(8) 6 critéres d’O. hybridum et 2 d’O. longicaudum
ombée
LPVCMRMS2021.664 21,91 VIII Nu [7-9]19 (5) 6 critéres d’O. hybridum et 2 d’O. zibrowii et O. africanum
Comme le dorsal, . Plate
2 pieces
LPVCMRMS2021.665 19,14 VIII des schémas Mixte [7-10] [7-9] 8 (5) 6 critéres d’O. hybridum et 3 d’O. africanum
oranges
Peu [7-9] 8/9 . . .
LPVCMRMS2021.666 16,75 1 Comme le dorsal bombé Couvert @ 7 critéres d’O. hybridum, 4 d°O. africanum et 3 d’O. guineense
ombée
Comme le dorsal,
LPVCMRMS2021.667 21,29 VIl des schémas Multiples  Plate Couvert [8-10] [7-10]8(5) 7 critéres d’O. hybridum et 5 d’O. longicaudum

oranges

Suite Tab. 10
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IV.1.3.3 Caractérisation morphométriques

L’analyse canonique des variantes montrent une discrimination significative entre les 3
stations (A-Wilk = 0,2402, p = 6,955 E-10 ; Figure 33A ; Tableau 10). En effet, il y a un effet
station définie par plusieurs variables penchées sur le premier axe (61,39 %), a savoir, la
longueur et la largeur des bras, la longueur et la largeur de la madréporite et leur ratio, la
longueur et la largeur du bouclier oral, la présence ou l'absence de taches blanches sur les
plaques ventrales du bras et la largeur de l'interraduis. Sur le deuxiéme axe (38,61 % ; Figure
33B), la longueur du bouclier oral et la longueur du bouclier adoral sont projetées. Les variables
montrent un gradient de taille qui diminue en allant vers I'ouest de la c6te de Mostaganem. Les
individus collectés a Salamandre sont les plus grands, ceux de Stidia-Est ont une taille
intermédiaire et ceux de Stidia-Ouest sont les plus petits.

Les individus de Salamandre ont des bras longs et fins séparés par une petite distance (largeur
d’interradius) avec un bouclier oral, madréporite et bouclier adoral importants. En revanche,
les individus de Stidia-Est avaient des bras courts et épais, séparés par une grande distance
(largeur d’interradius), le madréporite, le bouclier oral et le bouclier adoral sont de petite taille.
Les individus de Stidia-Ouest sont au milieu, mais certains partagent les mémes caracteristiques
avec ceux de Stidia-Est et d'autres avec ceux de Salamandre. Les plaques ventrales des bras de
20 individus récoltés a Stidia-Est et de 6 individus de Salamandre ont tendance a étre tachetées

contrairement a celles de Stidia-Ouest.

024 AL

012{OSL

dSh-L OSW

0,05 0.05 0.10

WS

62.61 62.61 o0

Figure 33 : Diagramme de dispersion de lI'analyse canonique des variantes (A) et parameétres
utilisés (B) dans I'¢tude morphométrique des individus d'Ophioderma collectées a Salamandre
(@), Stidia-Est (o) et Stidia-Ouest (+). AL : Longueur du bras ; AW : Largeur du bras ; ML :
Longueur du madréporite ; MW : Largeur du madréporite ; R : Ratio du madréporite ; OSL :
Longueur du bouclier oral ; OSW : Largeur du bouclier oral ; WS : présence ou absence de
taches blanches sur les plaques ventrales du bras IW : Largeur de l'interraduis ; AdSh-L :

Longueur du bouclier adoral.
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Tableau 10 : Résultat de I’ACV Post hoc (valeurs p) sur les différences morphométriques des

individus d’Ophioderma issues des 3 différentes populations.

Salamandre Stidia-Ouest Stidia-Est

Salamandre 0,01 9,96 E-06
Stidia-Ouest 0,01 0,00086
Stidia-Est 9,96 E-06 0,0001

IVV.1.4 Discussion

Les individus étudiés montrent une immense variabilité morphologique. La majorité des
individus [05 de Stidia-Ouest, 13 de Salamandre et 43 de Stidia-Est] regroupent entre 5 a 8
criteres en commun avec O. hybridum. Certains présentent en commun des ressemblances a :
1) O. longicaudum principalement par la pigmentation rouge, les multiplication et 1’épaisseur
de plaques dorsales des bras ; 2) O. zibrowii par le bouclier radial nu ; 3) O. africanum par les
taches noires sur les limite distale des plaques dorsales des bras, 1’épaisseur et le nombre de ces
derniers et 4) O. guineense par la couleur creme du disque ventrale et la couleur et la
multiplication des plaques dorsales des bras.

Les critéres morphologiques se chevauchent principalement entre O. hybridum et O. zibrowii
chez la population de Salamandre, O. hybridum et O. longicaudum, chez les individus de Stidia-
Ouest et entre les trois espéces précitées chez la population de Stidia-Est et rarement avec O.
gueneense et O. africanum (Tableau 9). Cette ressemblance peut étre expliquée par plusieurs
facteurs notamment la distance géographique entre les aires de distribution, la profondeur et la
nature d’habitat. Ou les trois premicres especes (O. hybridum, O. longicaudum et O. zibrowii)
sont recensées en mer méditerranée : France, Tunisie, Chypre, Lebon et Grece dans les eaux
peu profondes, alors que les deux autres (O. gueneense et O. africanum) sont rencontrés en
Afrique Ouest : iles Sao Tomeé et Rolas, Gulf de Guinée, Guinée Equatoriale et le Sénégal, dans
les eaux profondes (Stéhr et al. 2009 ; Boissin et al. 2011 ; Weber et al. 2013 ; Weber et al.
2014 ; Weber et al. 2019 ; Stohr et al. 2020). Les espéces du complexe d’O. longicaudum
(Boisin et al. 2011 ; Stohr et al. 2009 ; 2020) ainsi que nos échantillons présentent tous une
préférence aux habitats rocheux (sous ou / et entre les roches, falaises). Cette préférence peut
étre due a leur phototropisme négatif (Hendler et al. 1995).

Les individus ont montré de nouvelles caractéristiqgues morphologiques, qui ne figuraient pas
dans les etudes précédentes, comme le nombre élevé de papilles orales et d'épines de bras
rapporté chez les grands individus. Selon Stohr et al. (2020), cette grande variabilité était tres

visible chez O. hybridum et la taille importante est une caractéristique d’O. longicaudum. Les
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auteurs ont suggéré qu’O. hybridum est un ancien hybride d'O. longicaudum et d'O. zibrowii,
raison pour laquelle elle partage plusieurs traits avec ses deux espéces ancestrales.

Les variations dans la morphologie de nos échantillons peuvent étre liées a la nature fluctuante
de leur biotope. Selon Bickford et al. (2007), les espéces qui ont évolué dans un environnement
trés variable pourraient avoir une diversité morphologique étendue. Nos échantillons ont été
prélevés dans un environnement relativement variable, a I'embouchure de I'Oued EIl Magta (une
riviere intermittente dont le régime hydrologique depend fortement de précipitations
irréguliéres et saisonniéres) et dans une zone portuaire (constamment exposée a des
changements physiques et chimiques), ce qui signifie que la variation de leur morphologie peut
avoir été influencée par leur environnement. Cette morphologie variable a été largement
observée chez les échinides et les ophiures a différents stades de vie (Miner 2005 ; Podolsky et
McAlister 2005 ; Soars et al. 2009 ; Hughes et al. 2012 ; Narvaez et al. 2020 Strathmann et al.
2020).

L'étude morphométrique de I'échantillon révele une différence de taille entre les stations : les
individus de la population de Salamandre sont de grande taille, ceux de Stidia-Est ont une taille
intermédiaire, tandis que ceux de Stidia-Ouest sont de petite taille. L’aspect tacheté des plaques
ventrales des bras est tres remarquable chez les individus prélevés de Stidia-Est, cela peut étre

d( au nombre important des individus prélevés dans cette station par rapport aux deux autres.
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IVV.2 Sous-Chapitre 1V : Phylogéographie de I'ophiure atlanto-
mediterranéenne Ophioderma longicaudum intégrant de nouvelles
données sur le cycle de reproduction de la population d’Algérie

IV.2.1 Introduction

Dans I’ancien complexe d'especes O. longicauda, des études antérieures ont identifié six
groupes génétiques correspondant a cing especes biologiques, trois pondeuses, dont O.
longicaudum, et deux incubantes. Cette étude explore la phylogéographie de ce complexe
d'especes dans I'ensemble de son aire de répartition, y compris des populations supplémentaires
occidentale : Algérie et coOte atlantique francaise (Gouillieux et al. 2024). Les nouvelles
populations sont intéressantes en raison de leur grande diversité morphologique, suggérant une
hybridation potentielle avec d'autres especes d'Ophioderma. Pour cela toutes les données
obtenues sur ce complexe sont regroupées ici pour faire une analyse génétique et

phylogéographique globale.

1VV.2.2 Matériel et Méthodes

Pour I’extraction d’ADN, amplification et séquencage voire Matériel et Méthodes de la partie
IV.1.

1V.2.2.1 Analyses génétique

Les séquences obtenues sont vérifiées manuellement a 1’aide du logiciel Bioedit (Hall 1999),
puis réunies avec les 877 sequences COI et 89 EF1 obtenues dans les études précédente (Boissin
etal. 2011 ; Weber et al. 2015 ; 2019 ; Gouillieux et al. 2024) issues de différentes populations
dans la méditerranée et 1’ Atlantiques ouest (Figure 34, Tableau S2). Les séquences de toutes
les espéces du complexe O. longicaudum (cing espéces correspondantes a six clusters) sont
alignées par 1’algorithme Muscle sur le logiciel MEGA 11 (Tamura et al. 2021) et les extrémités
sont coupées par le logiciel Bioedit.

Les haplotypes de toutes les séquences de différents clusters sont identifiés avec le logiciel
DNASP v6 (Rozas et al. 2017) et les réseaux d’haplotypes sont générés par I’algorithme TCS
Network (Clement et al. 2002) a ’aide du logiciel PopArt 1.7 en suivant les parameétres par
défaut.

La diversité nucléotidique et les tests de neutralité Fu and Li (Rozas et al. 2017) ont été obtenus
grace au logiciel DnaSP v6 pour chaque population d’O. longicaudum (cluster 3) contenant

plus de 10 séquences. Afin de caractériser la structure génétique et de visualiser les similitudes
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génétiques entre les populations, des analyses de coordonnées principales (PCoA) sont
effectuées sur la plateforme GenAlEx v.6.501 (Peakall et Smouse 2012), via une matrice de
distances avec standardisation des données. Nous avons calculé la distance de Nei par paire
(Tab. S3) avec GenAlEXx et la distance Fst avec DNAsp (Tab. S3) entre toutes les paires de
populations. La distance de Nei est calculée a partir des fréquences des différents haplotypes
dans chaque population. La Fst ne prend en compte que les fréquences des haplotypes. Le test
de Mantel avec 999 permutations sous GenALEX a permis de veérifier la corrélation entre les
matrices de distance génétique (Nei) et géographique (distance la plus courte via la mer). Sept
analyses de variance moléculaire (AMOVA) sont ensuite réalisées a l'aide de PopArt 1.7
(French et al. 2014). Ces analyses difféerent dans le regroupement des populations, soit en
fonction de la géographie, soit en fonction de leur similarité observée a partir de la PCoA (voir

la section des résultats), et avec des nombres de groupes variables pour chaque regroupement.
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Figure 34 : Localisation des stations d’échantillonnage et abondance des différents clusters
d’Ophioderma dans la mer Méditerranée et 1’Atlantique Est. Adr, Adriatique ; Alg, Algarve
(Portugal) ; C, culster ; Can, iles de Canaries (Espagne) ; CaV, Cap de Vol (Espagne); Ceu,
Ceuta (Espagne); Cor, Corse (France); Cre, Crete (Gréce) ; Cyp, Chypre; Dak, Dakar (Sénégal);
Leb, Liban. Mad, iles Madeires (Portugal) ; Mal, Malte ; Mar, Marseille (France) ; Rho, Rhodes
(Gréce) ; Sal, Salamandre (Algérie) ; SJL, Saint-Jean-de-Luz (France) ; Sti, Stidia (Algérie) ;
Tun, Tunisie ; VsM, Villefranche-Sur-Mer (France). Les numéros représentent les différents
bassins méditerraneens delimités selon Ayache (2016). 1, mer d'Alboran ; 2, bassin algérien ;
3, bassins liguro-provencal ; 4, mer Tyrrhénienne ; 5, mer Adriatique ; 6, mer lonienne ; 7, mer

Egée ; 8, mer Levantine.
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IV.2.2.2 Histologie des gonades

Les gonades de chaque spécimen sont récupérées par une incision de la face dorsale, puis
traitées selon le méme protocole appliqué sur les gonades d’E. sepositus (chapitre I11), mais en
utilisant la totalité des gonades en raison de leur petitesse. Les stades de la maturité sexuelle

sont déterminés selon Morgan et Jangoux (2002).

Afin d'explorer I'nypothése d'une hybridation ou coexistence de deux espéces (O. longicaudum
et O. hybridum), qui ont des systémes de reproduction différents (respectivement ponte et
couvaison) en Algeérie, et qui pourraient expliquer la grande variabilité morphologique observée
dans ces populations, nous avons attribué un statut putatif (couvaison putative, ponte putative,
indéterminé) a certains specimens en fonction de la saison au cours de laquelle des gonades
matures ou partiellement pondus sont observés. Cette approche vise a évaluer si une
différenciation genétique se produit en fonction de la saison de reproduction. Le statut putatif
est attribué selon Fenaux (1972) et Weber et al. (2014) qui ont trouvé que les pondeuses (O.
longicaudum) pondent en été et les gameétes sont matures en juin, et que les couveuses (O.
zibrowii, présent en Méditerranée orientale) pondent / matures au printemps (aucune donnée

sur la reproduction d'O. hybridum n'a été rapportée).

IV.2.3 Résultats
1V.2.3.1 Analyse génétique

Sur 67 échantillons, 66 séquences sont obtenues pour le COI de 630 paires de bases, et 65
séquences du EF1 de 230 paires de bases appartenant a O. longicaudum. Les nouvelles
séquences sont découpées pour qu’elles soient compatibles et comparables avec les anciennes
séquences plus courtes (environ 306 pb). La combinaison de ces séquences de tous les clusters
ont générées 148 haplotypes COIl (Figure 35), dont 93 spécifiques a O. longicaudum.
Concernant I’EF1 (Figure 36), il renferme 17 haplotypes, dont 11 spécifiques a O.
longicaudum.

Toutes les séquences de chaque marqueur, associées a des métadonnées précises, sont
désormais disponibles pour chaque marqueur sous forme d'alignements multiples sur Genbank
(pour le marqueur COI : PQ499622-PQ500556 et EF1 : PQ336221-PQ336401). Cela
simplifiera également les travaux futurs avec de nouveaux échantillons de ce complexe
d'espéces, puisque jusqu'a présent ces données étaient dispersées dans des bases de données
distinctes.

La Figure 35 illustre les réseaux d'haplotypes COIl et EF1 ou chagque séquence est colorée en

fonction du cluster auquel elle appartient, selon la délimitation de Weber et al. (2015 ; 2019)
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par génotypage multilocus de séquences, sauf pour les spécimens d’O. longicaudum (cluster 3)
ou la couleur représente la population (localité). Malgré le fait que les haplotypes COI des
individus de groupes distincts forment des haplogroupes monophylétiques séparés, quelques
exceptions suggerent la présence d'une hybridation ancienne et d'une rétention des haplotypes
mitochondriaux. Il s'agit des spécimens qui appartiennent & un cluster donné distinct d’O.
longicaudum (sur la base de marqueurs multiples) mais qui portent un haplotype COI typique
d’0. longicaudum, qui est distribué trés largement : il y a 3 spécimens (2 a Madere, 1 aux
Canaries) qui abritent un ADN mitochondrial typique d'O. africanum (Cluster 2) et un génome
nucléaire d'O. longicaudum (Cluster 3) (Figure 35 tranche jaune péale ou brune dans un cercle
noir).

Globalement, les 3 récentes populations Stidia, Salamandre et Saint-Jean-de-Luz partagent les
haplotypes COI avec les populations issues de nombreux bassins a savoir Créte, Cap de Vol,
Villefranche-Sur-Mer, Marseille, Adriatique et Algarve. Néanmoins elles dévoilent de
nouveaux alléles. La population de Stidia a 7 haplotypes spécifiques, tandis que Salamandre et
Saint-Jean-de-Luz ont un seul haplotype spécifique pour chacune. Les deux populations
algériennes seules génerent 46 haplotypes (Figure 37).

Le réseau d’haplotype COI montre trois haplogroupes majeurs : le premier comprend O.
guineense (cluster 1) et O. africanum (cluster 2) de provenance Est Atlantique, le deuxiéme : le
O. longicaudum (cluster 3) avec toutes les populations, et le troisieme regroupe O. hybridum
(cluster 4) et O. zibrowii (cluster 5 et 6) de la méditerranée oriental. Le réseau d’haplotype du
COI d’0. longicaudum se caractérise par une forme en étoile ot le centre représente I’haplotype
le plus fréquent et de nombreux haplotypes rares et étroitement liés aux haplotypes abondant.
Le marqueur EF1 ne distingue pas tous les clusters mais seulement trois groupes principaux
(haplogroupes) : 1) O. guineense, selon Stéhr et al. 2020) ; 2) O. africanum), O. longicaudum
et 4 O. hybridum) ; 3) représente O. zibrowii, avec une exception en Tunisie (un individu d’O.
longicaudum selon son génotype multilocus a un haplotype EF1 typique d'O. zibrowii). En
termes de nouveaux alléles la population de Stidia a 3 haplotypes spécifiques, 2 pour
Salamandre et aucun pour Saint-Jean-de-Luz. Le réseau d’haplotype COI montre un
polymorphisme important et une meilleure discrimination entre les clusters par rapport a celui

de I’EF1. Les populations algériennes abritent 7 haplotypes EF1 distincts (Figure 37).
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Figure 35 : Réseau d’haplotypes COI d’Ophioderma collecté de la méditerranée et 1’est
Atlantique, basé sur un alignement de 306 pb. Adr : Adriatique; Alg : Algarve; C : cluster; Can :
iles Canaries; CaV : Cap de Vol; Ceu : Ceuta; Cor :, Corse; Cre : Créte; Cyp : Chypre; Leb :
Liban; Mad : iles Madéres; Mal : Malte; Mar : Marseille; Rho : Rhodes; Sal : Salamandre; SJL :
Saint-Jean-de-Luz; Sti : Stidia; Tun : Tunisie; VsM : Villefranche-Sur-Mer.

107



IV. O. longicaudum

0. longicaudum C3

O O. guineense C1 @ Leb
® O. africanum C2 © Tun
@® O. hybridum C4 @ Sti

@ O. zibrowii C5 @ Sal
O 0. zibrowii C6 O Ceu

O Cre @ Alg
@® Rho @ SJL
@® Cyp ® Can

Figure 36 : Résecau d’haplotypes EF1 d’Ophioderma collecté de la méditerranée et I’est
Atlantique basée sur un alignement de 193 pb. Alg : Algarve; C : cluster ; Can : iles Canaries;
Ceu : Ceuta; Cre : Créte; Cyp : Chypre; Leb : Liban; Rho : Rhodes; Sal : Salamandre; SJL :

Saint-Jean-de-Luz; Sti : Stidia; Tun : Tunisie.
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EF1

Figure 37 : Le réseau d'haplotypes (COI et EF1) des populations algériennes d’O. longicaudum.
Sti : Stidia ; Sal : Salamandre.

Nous avons développé des analyses géenétiques des populations d’O. longicaudum, parce qu'il
s'agit d’une espéce géographiquement répandue et que tous les nouveaux échantillons en font
partie.

La diversité haplotypique (pour le cluster 3) varie de 0,54 a 0,86 (Figure 38; Tableau 11). La
population la plus diversifié c’est Cap de Vol ensuite Chypre puis Corse. Les valeurs les plus
faibles appartiennent & Salamandre, Rhodes puis Canaries. La diversité nucléotidique varie de
0,0024 a 0,0056 (Figure 39; Tableau 11). La valeur la plus importante est enregistrée a Malte,
suivie par Cap de Vol puis Algarve, tandis que la valeur la plus faible est enregistrée chez les

populations de Salamandre, Canaries et Marseille.
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Figure 38 : La diversité haplotypique (Hd) COI de toutes les populations d’O. longicaudum.
N : Nombre d’individus. Adr : Adriatique; Alg : Algarve; Can : iles Canaries; CaV : Cap de
Vol; Cor :, Corse; Cre : Créte; Cyp : Chypre; Mad : iles Madéres; Mal : Malte; Mar : Marseille;
Rho : Rhodes; Sal : Salamandre; SJL : Saint-Jean-de-Luz; Sti : Stidia; VsM : Villefranche-Sur-
Mer.
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Figure 39 : La diversité nucléotidique (Pi) COI de toutes les populations d’O. longicaudum. N
: Nombre d’individus. Adr : Adriatique; Alg : Algarve; Can : iles Canaries; CaV : Cap de Vol;
Cor :, Corse; Cre : Créte; Cyp : Chypre; Mad : iles Maderes; Mal : Malte; Mar : Marseille; Rho
: Rhodes; Sal : Salamandre; SJL : Saint-Jean-de-Luz; Sti : Stidia; VsM : Villefranche-Sur-Mer.

Le test de neutralité Fu et Li (Tableau 11) est significatif (P < 0,05) pour 9 des 15 populations.
Les valeurs de D et F sont négatives pour ces populations, indiquant une surabondance
d'haplotypes rares par rapport a ce qui est attendu sous un modeéle neutre (c'est-a-dire pas de
sélection naturelle, tailles effectives des populations constantes d'une génération a l'autre). Cela
pourrait refléter une sélection négative ancienne ou un balayage sélectif récent sur un locus de
I'ADN mitochondrial, ou plus probablement une expansion démographique. Pour les six autres
populations, y compris Salamandre et Saint-Jean-de-Luz, ces parametres n'étaient pas
significatifs (P > 0,05, et dans trois cas P < 0,1). Le manque de puissance statistique (taille

réduite des échantillons) semble étre I'explication la plus probable des résultats non significatifs.
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Tableau 11 : Diversité génétiques et le test de neutralité Fu et Li’s des différentes populations
d’0O. longicaudum. N : nombre d’individus ; Hd : diversité haplotypique ; = : diversité

nucleotidique, h : nombre d’haplotype.

) FuetLi's Signification FuetLi's o
Population N h Hd T o Signification
D* test statistique F* test

statistique
Créte 87 23 0,72441 0,00377 -3,47999 P<0,02 -3,63366 P<0,02
Rhodes 12 5 0,57576 0,00385 -2,38877 P<0,05 -2,57986 P<0,05
Chypre 18 7 0,78431 0,00466 -0,51291 P>0,1 -0,75997 P>0,1
Malte 17 9 0,73529 0,00563 -2,4109 P<0,05 -2,63179  P<0,05
Adriatique 29 12 0,76601 0,00415 -2,24407 0,1>P>0,05 -2,51532 0,1>P>0,05
Stidia 50 21 0,66776 0,00379 -3,43266 P<0,02 -3,6773 P<0,02
Salamandre 16 6 0,54167 0,00248 -2,19620 0,1>p>0,05 -2,42298 0,1>p>0,05
Marseille 77 24 0,59433 0,00294 -5,13437 P<0,02 -4,95644 P<0,02
Villefranche sur
et 94 28 0,71402 0,00404 -3,25558  P<0,02 -3,47905  P<0,02
Corse 34 17 0,78253 0,00474 -2,49685 0,1>P>0,05 -2,82181 P<0,05
Cap de Vol 27 16 0,86610 0,00528 -2,54717 P<0,05 -2,86751  P<0,05
Saint-Jean-de-Luz 12 6 0,68182 0,00320 -1,53109 P>0,1 -1,73296 P>0,1
Algarve 68 25 0,73222 0,00498 -3,1528 P<0,05 -3,4013 P<0,02
Canaries 20 7 0,58421 0,00290 -1,82926 P>0,1 -2,11276 P>0,1
Madéres 31 11 0,73978 0,00388 -2,39803  0,1>P>0,05 -2,54314  0,1>P>0,05

L’analyse de coordonnées principales (PCOA ; Figure 40) basé sur la comparaison entre les
populations par paires selon la distance de Nei (Tableau 12) en utilisant le COI d’O.
longicaudum tend & isoler une ou deux populations du reste. Chypre la population la plus
orientale apparait a I’extrémité de 1'axe 1 qui représente environ 47 % de la variance, Madere,
la population la plus occidentale apparait a I’extrémité de 1'axe 2 qui représente 22 % de la
variance. Enfin, la population de Cap de Vol, un endroit plut6t central dans l'aire de répartition,
semble étre isol¢ sur 1’axe 3, qui représente environ 14 % de la variance. Les trois populations
nouvellement séquencées, Stidia, Salamandre et Saint-Jean-de-Luz, ne se distinguent pas de
I'ensemble de la plupart des localités.

La PCoA basée sur la matrice Fst a donné les mémes résultats. Cependant, elle isole les
populations de Canarie et de Malte (sur les axes 2 et 3 respectivement) au lieu de Cap de Vol
(Figure 41; Tab. S3).
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Tableau 12 : Matrice de distance de Nei entre les populations contenant plus de 10 séquences
COl du cluster 3. Adr : Adriatique; Alg : Algarve; Can : iles Canaries; CaV : Cap de Vol; Cor :
Corse; Cre : Créte; Cyp : Chypre; Mad : iles Maderes; Mal : Malte; Mar : Marseille; Rho :
Rhodes; Sal : Salamandre; SJL : Saint-Jean-de-Luz; Sti : Stidia; VSM : Villefranche-Sur-Mer.

Cre Alg Cyp Can Mad CaVv Mar VsM Cor Mal Rho Sal Sti SJL
Cre 0,000
Alg 0,031 0,000
Cyp 0,107 0,147 0,000
Can 0,028 0,038 0,115 0,000
Mad 0,085 0,073 0,233 0,082 0,000
CaVv 0,084 0,092 0,147 0,106 0,159 0,000
Mar 0,025 0,024 0,126 0,018 0,096 0,093 0,000
VsM 0,028 0,024 0,115 0,031 0,108 0,073 0,014 0,000
Cor 0,052 0,054 0,117 0,062 0,138 0,094 0,038 0,036 0,000
Mal 0,058 0,053 0,183 0,048 0,136 0,099 0,044 0,048 0,088 0,000
Rho 0,052 0,055 0,166 0,056 0,119 0,126 0,038 0,044 0,072 0,077 0,000
Sal 0,028 0,035 0,145 0,039 0,081 0,107 0,025 0,035 0,056 0,067 0,051 0,000
Sti 0,023 0,028 0,128 0,024 0,083 0,075 0,015 0,020 0,042 0,045 0,044 0,027 0,000
SJL 0,067 0,066 0,185 0,053 0,145 0,130 0,039 0,053 0,072 0,080 0,079 0,056 0,052 0,000
Adr 0,040 0,060 0,131 0,060 0,088 0,109 0,054 0,058 0,079 0,095 0,086 0,031 0,052 0,094
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Figure 40 : Analyses de coordonnées principales (PCoA) représentant les variations entre les
différentes populations d’O. longicaudum sur les 3 axes estimée a partir de la matrice de
distance de Nei. Adr : Adriatique; Alg : Algarve; Can : iles Canaries; CaV : Cap de Vol; Cor :,
Corse; Cre : Créte; Cyp : Chypre; Mad : iles Maderes; Mal : Malte; Mar : Marseille; Rho :
Rhodes; Sal : Salamandre; SJL : Saint-Jean-de-Luz; Sti : Stidia; VsM : Villefranche-Sur-Mer.

La PCoA appliquée sur la matrice Fst donne les mémes résultats sauf qu’elle fait distinguer

Canarie et Malta (sur les axes 2 et 3 respectivement) au lieu de Cap de Vol (Figure 41).
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Figure 41 : Analyses de coordonnées principales (PCoA) représentant les variations entre les
différentes populations d’O. longicaudum sur les 3 axes estimé a partir de la matrice de distance
Fst. Adr : Adriatique; Alg : Algarve; Can : iles Canaries; CaV : Cap de Vol; Cor :, Corse; Cre
: Créte; Cyp : Chypre; Mad : iles Madeéres; Mal : Malte; Mar : Marseille; Rho : Rhodes; Sal :
Salamandre; SJL : Saint-Jean-de-Luz; Sti : Stidia; VsM : Villefranche-Sur-Mer.

Les résultats de 1’analyse de la variance moléculaire (AMOV A) obtenus (Tableau 13, Tab. S4)
selon les bassins et la PCoA (distance sur le plan défini par les axes 1 et 2) montrent des résultats
similaires. Dans le premier cas 6 groupes sont définis : Atlantique (Madére, Canaries, Algarve
et Saint-Jean-de-Luz), bassin algérien (Stidia et Salamndre), Liguro-provencal (Cap de Vol,
Marseille, Villefranche-Sur-Mer and Corse), lonien (Malte), Adriatique et Egée et Levantin
(Créte, Rhodes et Chypre). Dans le deuxiéme cas 3 groupes sont définis : Chypre, Madeére et le
reste des populations. La variation est majoritairement au sein des populations (99,22 % ;
96,57% respectivement ; P < 0,05), il y a également quelques variations significatives entre les

groupes (1,5 % et 3,54 % respectivement ; P < 0,05) et aucune entre les populations au sein des
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groupes (-0,7 % et -0,11 % respectivement). De méme, les Fst entre les populations
globalement (c'est-a-dire pas a l'intérieur des groupes) étaient tres significatifs (P < 0,001).
Tableau 13 : Analyse de la variance moléculaire (AMOVA) appliquée sur les sequences COI

d’0O. longicaudum entre les groupes définis selon la géographie et la PCoA. df : degré de liberte.

Source de df Somme Composante % de Dt p Indice de P
variation des de la variation fixation
carrés variance

Selon la géographie (bassins): Atlantique (Maderes, Canaries, Algarve et Saint-Jean-de-Luz), Bassin Algérien
(Stidia et Salamandre), Liguro-Provencal (Cap de Vol, Marseille, Villefranche-Sur-Mer et Corse), lonien (Malte),

Adriatique, Egéen et Levantin (Créte, Rhodes et Chypre)

Entre 5 13,565 0,02 1,50094 0,00775 0,001  Fcr=0,01501 0,014
groups

Entre 9 9,002 -0,01 -0,72549 Fsc=-0,00737 0,802
populations Fst=0,00775 0,001
Au sein des 577 777,697 1,348 99,22455

populations

Total 591 800,264 1,358

Basée sur la PCoA (1) : Chypre, Maderes, reste des populations

Entre 2 7,152 0,049 3,5428 0,0343 0,001  Fcr=0,03543 0,037
groups

Entre 12 15,415 -0,002 -0,11301 Fsc=-0,00117 0,083
populations Fst =0,0343 0,001
Au sein des 577 777,697 1,348 96,57021

populations

Total 591 800,264 1,369

Basée sur la PCoA (2) : Madeére, reste des populations atlantiques, Chypre, reste des populations

méditerranéennes

Entre 3 9,566 0,025 1,80856 0,01496 0,001  Fcr=0,01496 0,001
groups

Entre 11 13,001 -0,004 -0,31221 Fsc=-0,00318 0,411
populations Fst=0,01809 0,015
Au sein des 577 777,697 1,348 98,50365

populations

Total 591 800,264 1,368

D'autres AMOVA avec des degrés variables et des regroupements alternatifs basés soit sur la
géographie soit sur la PCoA ont fourni des résultats similaires, avec des Fst significatifs, sauf

dans quelques cas, des Fct sont significatifs (parmi les groupes). En particulier, nous avons
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étudié des modeles ou les populations algériennes sont regroupées avec les populations
atlantiques, mais la composante de variance entre les groupes est plus élevée et plus
significative lorsque les populations algériennes sont regroupées avec les populations

méditerranéennes (valeurs données 0,44831 % de variance versus 0,0127).

L’isolation par distance (IBD) est vérifiée par le test de Mantel sur toutes les populations d’O.
longicaudum ensemble. Les résultats obtenus montrent un I’isolement par distance significative
(P =0,04 ; 999 permutations, R-Mantel = 0,293) entre les distances géographiques et génétiques
de Nei. Malgré la grande distance géographique entre les populations, la distance génétique de
certaines populations reste trés faible. Les comparaisons impliquant des paires d'échantillons
provenant a la fois du bassin atlantique et du bassin méditerranéen ne montrent pas de distances
génétiques plus élevées pour une distance géographique donnée que celles observées au sein
d'un méme bassin, ce qui confirme I'absence de barriere génétique entre les deux bassins. Les
comparaisons impliquant des échantillons récents provenant de SJL, Stidia ou Salamandre, qui
présentent une diversité morphologique étonnamment élevée, ne semblent pas plus
différenciées génétiquement des autres échantillons pour une distance géographique donnée.
(Figure 42; Tableau 14).
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Figure 42 : Diagramme de dispersion montrant la distance génétique Nei (axe vertical) en
fonction de la distance géographique (axe horizontal) entre les paires de populations d'O.

longicaudum (cluster 3). Les points pour les paires impliquant des populations nouvellement
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séquencées qui correspondent a un polymorphisme morphologique élevé sont colorés : rouge
(Stidia, Algérie, Méditerranée), rouge foncé (Salamandre, Algérie, Méditerranée) ou bleu
(Saint-Jean-de-Luz, France, Atlantique) ainsi que les régressions linéaires et les coefficients

correspondants.

Tableau 14 : Statistique de test de Mantel effectué sur les populations d’Ophioderma Cluster
3. SS : Somme des carrés ; GD : distance géographique ; Nei : distance génétique ; SP : produit
scalaire entre les matrices de distance géographique et génétique ; R : coefficient de corrélation.

SS-GD SS-Nei SP GD-Nei R GD-Nei P

184041170,018 0,195 1756,361 0,293 0,043

Les comparaisons impliquant la population de Saint-Jean-de-Luz (points bleus et ligne
pointillée) tendent a avoir des distances génétiques plus grandes pour une distance
géographique donnée que celles impliquant les populations algériennes méditerranéennes, mais
les lignes sont paralleles, ce qui suggére qu'il peut y avoir une plus grande restriction au flux
génétique isolant la population de Saint-Jean-de-Luz (ou peut-étre toutes les populations
atlantiques) des autres populations qui sont pour la plupart méditerranéennes. La régression
pour la population de Salamandre, c'est-a-dire la population ayant la plus faible diversité

génétique, est trés similaire a celle de l'autre population algérienne.

IVV.2.3.2 Histologie des gonades

L’examen histologique révele 29 femelles, 35 males et 3 de sexe non déterminé (Tableau 15 :
Nombre de males et de femelles a chaque stade gonadique en fonction des dates de prélévement.
« Gastrula » indique qu'une gastrula semble se trouver a l'intérieur de la gonade (chez une
femelle adulte, il s'agirait donc d'une couveuse).. Les individus posseédent 20 bourses génitales
contenant des gonades sous forme de grappe de raisin, les gonades femelles ont une couleur
sombre (noire a violet) alors que les gonades males sont claires (beige blanchatre).

Sur une période d’une année nous avons détecté quatre stades, | : récupération (recovering), Il :
développement (growing), 11 : mature et IV : pondu (spent).

Durant le stade | (récupération) 1’épithélium germinal produit des ovocytes immatures
(prévitelogeniques) et les ovaires sont remplis de cellules nutritives (Figure 43I). Les
colonnettes spermatiques sont en production, elles sont accompagnees de cellules nutritives et

les spermatozoides commencent & remplir la lumiere.
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Le stade Il (développement) les ovaires contiennent a la fois des ovocytes mature
(vitelogéniques) et immature (prévitelogéniques) avec rétrécissement des cellules nutritives.
Chez les males les colonnettes spermatiques produit encore et la lumiére certains testicules se
remplissent de plus en plus de spermatozoides (Figure 43ll).

Le stade I11 (mature) : les gonades sont grandes, remplies, les ovocytes matures (diameétre est
d'environ 182,75 £ 20,52 um) et les colonnettes spermatiques disparaissent (Figure 43l11).

Le stade IV (pondu) : les gonades sont vides, crapotés contenant quelques résidus (ovocytes/
spermatozoides) et le tissu conjonctif apparait (Figure 431V).

Nous avons observé dans 1’un des échantillons de mars (23/03/2021) prélevé de la station de

Salamandre des embryons au stade gastrula (Figure 43).
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Figure 43 : Stades de maturité d’Ophioderma Cluster 3 de la cbte ouest algérienne. I
récupération ; 1l : développement ; Il : mature ; IV : pondu ; les deux dernieres figures
représente les gastrula putatives ; 10 : ovocyte immature ; MO : ovocyte mature ; Lu : lumiére ;

N : cellules nutritives ; Sp : spermatozoides. La barre d’échelle =200 um.
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Le Tableau 15 récapitule les différents stades de maturité sexuelle des gonades trouvés durant
une année afin de vérifier I’existence d’un modeéle saisonnier. En automne, la plupart des
gonades (neuf spécimens) sont au stade I (récuperation) ou Il (développement) (dix individus).
Alafin de I'hiver (mars), la plupart des gonades males (six males) sont en développement (stade
I1) ou matures (stade Il : quatre femelles, deux males). Au printemps, la grande majorité de
gonades sont matures (stade I11), en été une majorité d'individus présentent des gonades pondus

(stade 1V) ou mature (stade 1) avec quelques individus en récupération (stade I).

Tableau 15 : Nombre de males et de femelles a chaque stade gonadique en fonction des dates
de prélevement. « Gastrula » indique qu'une gastrula semble se trouver a l'intérieur de la

gonade (chez une femelle adulte, il s'agirait donc d'une couveuse).

Date Récupération (I) Development Mature Pondu Gastrula Indéterminé
(11 (1) (1V)
14/11/2020 TF SF
2M SM
11/03/2021 2M 1F
13/03/2021 2F
3M 2M
21/03/2021 1M 1F 1F
30/05/2021 1M 1F
02/06/2021 2F
10M
12/08/2021 1F 4F 2
1M 2M M
19/09/2021 2F 1F 1F
1M 3M

Pour explorer I'nypothese que deux espéces avec des modes de reproduction différents (i.e.
ponte et couvaison) peuvent coexister en Algérie, ce qui pourrait expliquer la grande variabilité
morphologique, et, éventuellement, la différence de diversité génétique locale entre Stidia et
Salamandre, nous avons attribué un statut putatif a certains spécimens dont les gonades sont
observées, et nous avons cherche a savoir si ces sous-ensembles d'individus sont génétiquement
différenciés. Six individus qui avaient des gonades matures en mars et un dont les gonades
étaient au stade récupération pourraient étre une espéce putative couveuse en se basant sur

Weber et al. (2014). Douze individus pondus ou matures en ao(t pourraient étre des pondeuses
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putatives d'aprés Fenaux (1972) et Weber et al. (2014). Un test statistique (extension du test
exact de Fisher a des tableaux de contingence plus grands que 2x2) n'a pas confirmé I'nypothese
d'une différenciation génétique (P = 0,54) entre ces deux groupes reproducteurs putatifs
(Fichier S1, Annexe). La diversité génétiqgue He semble légerement plus faible chez les
couveuses putatives (0,793) que chez les pondeuses putatives (0,844) (calculée a la main, en
utilisant He=1 - somme des fréquences alléliques au carré sur la base du tableau dans le fichier
S1).

1VV.2.4 Discussion

1V.2.4.1 Nouvelles populations d'Ophioderma longicaudum d'Algérie et de I’atlantique

Les trois populations récemment analysées (d'Algérie et de I'Atlantique cbte francaises)
appartiennent a O. longicaudum en se basant sur les séquences COI et EF1 (Stohr et al. 2020 ;
Weber et al. 2019). Cependant, leur diversité morphologique est étonnamment plus élevée que
dans les zones ou les spécimens utilisés pour la description des espéces sont collectés (Stohr et
al. 2020 ; Lebouazda et al. 2022 ; Gouillieux et al. 2024) et contient des caracteres d'autres
especes, en particulier d'O. hybridum. Bien que nous n'ayons pas trouvé de preuves
d'hybridation, nous ne pouvons pas éecarter definitivement I'hypothése d'une hybridation avec
O. hybridum. En effet, nous n'avons pas trouvé de séquence COI typique d'O. hybridum (Weber
et al. 2019), mais des événements d'introgression peuvent entrainer le passage de 'ADNmt
d'une espece locale a une espéce envahissante (Currat et al. 2008). Nous avons donc
cartographié la diversité génétique de toutes les populations afin de Vérifier un éventuel
potentiel de différences, ce qui suggere qu'elles pourraient contenir des espéces distinctes. Cette
démarche est justifiée par le fait que des espéces distinctes peuvent avoir des tailles de
population effectives différentes, ce qui conduit a une diversité génétique différente, en
particulier lorsque leurs traits d'histoire de vie sont contrastés (Weber et al. 2015). O. hybridum
est probablement incubant, et O. longicaudum est une pondeuse (et produit des larves
Iécithotrophes), en outre, des différences tres élevées dans la diversité génétique sont déja mises
en évidence entre O. longicaudum et son congénére incubant O. zibrowii (Weber et al. 2015 ;
2019). Il est intéressant de noter que nous avons trouvé des variations dans la diversite génétique
(a la fois Hd et Pi) entre les localités, sans aucun modele géographique global, mais avec un
contraste marqué entre les deux localités algériennes. Ce qui pourrait suggérer que l'une de ces
localités abrite une population ou méme une espéce distincte. Cependant, il n'y a pas de
différenciation génétique significative entre les deux populations algériennes (Tab. S3,

annexes). Une explication alternative a la faible diversité de la population de Salamandre est la
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nature confinée de son environnement (environnement portuaire dans le Golfe d'Arzew),
comme suggére par le travail de Baus et al. (2005) sur Asterina gibbosa.

Nos résultats sur le cycle gonadique permettent de répondre a ces questions de délimitation des
espéces. L'étude histologique des gonades est compatible avec I'hypothése selon laquelle les
populations de la cdte ouest algérienne avaient un cycle reproductif annuel similaire a celui
décrit a Villefranche-Sur-Mer pour I'espéce pondeuse O. longicaudum (Fenaux 1972, Weber et
al. 2014) ou la croissance des gonades a lieu en hiver, la maturité au printemps, la ponte en été
et la récupération en automne, mais divers spécimens abritent également un stade plus tardif
pour chaque saison. Le cycle des populations de Villefranche-Sur-Mer et d'Algérie est
caractérisé par (au moins) une période de ponte estivale d'environ 2 mois (juillet et aodt). La
couleur des gonades des populations algériennes est similaire a celle du nord-ouest de la
Méditerranée (Fenaux 1972 ; Stohr et al. 2009). Nous avons proposé deux hypothéses pour
expliquer l'exception du male pondu, et la femelle mature (en plus de la femelle putative
couveuse) au cours du mois de mars a Salamandre. La premiére est que les individus ont été
exposés a un stress important lors de I'échantillonnage, ce qui a provoqué la libération des
gamétes. Cependant, l'existence d'une femelle mature dans le méme lot rend cette hypothése
moins plausible. La seconde est que cette population ou certains de ses spécimens avaient un
autre mode de reproduction « couvaison / I’incubation » et est soutenue par le fait que l'espece
couveuse de ce complexe d'especes, O. zibrowii, se reproduit au printemps (Weber et al. 2014).
Les donnees génétiques de cette population ont montreé la plus faible diversité haplotypique et
nucléotidique de toutes les populations d'O. longicaudum et une morphologie trés variable
(Lebouazda et al. 2022 ; Gouillieux et al. 2024), ce qui semble étre une caractéristique majeure
des populations couveuses (Weber et al. 2015 ; Stohr et al. 2020). Ceci renforce la seconde
hypothése et suggere l'existence de deux modes de reproduction (incubation et ponte) dans les
nouvelles populations (Stidia, Salamandre et Saint-Jean-de-Luz) et une possible hybridation
entre O. longicaudum et O. hybridum. Cependant, nous n‘avons pas trouvé de différenciation

génétique entre les couveuses putatives et les pondeuses putatives.
1V.2.4.2 Phylogéorgaphie d’O. longicaudum dans toute son aire de répartition

1V.2.4.2.1 Forte structure génétique des populations pour les espéces a larve lécithotrophes
Pour O. longicaudum, les analyses de variance moléculaire montrent toutes qu'il existe une
structure génétique significative (bien qu’elle n’est pas saillante) entre les groupes de
populations basées sur la géographie. La structure genétique entre les populations est donc

globalement significative. La différenciation génétique entre les populations au sein des
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groupes de populations (Fsc dans 'AMOVA) n'est pas significative, ce qui suggere que la
structure géneétique n'est pas significative a des échelles spatiales courtes, en particulier lorsque
les barrieres environnementales ou physiques sont absentes. La plupart des haplotypes
abondants sont partagés par de nombreuses populations, méme les plus éloignées
géographiquement comme Saint-Jean-de-Luz (France) et Chypre (> 6000 km) ou les plus
éloignées genétiquement (sur la base de PCoA) comme Madere et Chypre. Ce phénomene est
courant chez des espéces d'échinodermes comme Ophiura sarsii (Genelt-Yanovskiy et al.
2021), Ophidiaster ophidianus (Micael et al. 2014) et Asterias rubens (Wares et Cunningham
2001). Le réseau d'haplotypes d'O. longicaudum ne présente aucune barriére génétique entre
les populations de I'Atlantique et de la Méditerranée. Ceci peut étre dd au flux de genes via la
migration passive des larves par les courants marins. L'absence de structure génétique au sein
des groupes de population dans 'AMOVA semble surprenante vu de la courte durée de la phase
larvaire pélagique de 5 a 8 jours, mais les comparaisons entre les espéces couveuses,
lécithotrophes et planctotrophes aux mémes endroits ont déja montré que la plus grande
différence se situait entre les couveuses et les pondeuses, et non entre les larves lécithotrophes
et planctotrophes (Cahill et al. 2017). Il a été démontré aussi que l'isolement génétique des
populations n'est pas toujours en corrélation avec la durée de la phase larvaire pélagique (Selkoe
et Toonen 2011).

IV.2.4.2.2 Différentiation entre I’Atlantique et la Méditerranée

La composition biologique actuelle de la mer Méditerranée est largement influencée par la
colonisation depuis l'océan Atlantique (Almada et al. 2001 ; Patarnello et al. 2007 ; Coll et al.
2010). Cependant, certaines espéeces présentes dans les deux bassins (Méditerranée et
Atlantique) ont tendance a marquer une forte différenciation génétique entre les deux bassins.
La localisation précise des barriéres génétiques entre les groupes génétiques typiquement
méditerranéens et typiquement atlantiques dépend probablement de I'espéce (comportement
larvaire, saisonnalité, niche écologique) et des conditions environnementales (barriéres
physiques, courants marins, température et salinité). (Baus et al. 2005 ; Patarnello et al. 2007 ;
Teske et al. 2014 ; Gagnaire et al. 2015 ; Stanley et al. 2018 ; EI Ayari 2019). Pour Prionace
glauca (Leone et al. 2024), Chimaera monstrosa (Catarino et al. 2017), Patella ulyssiponensis
et Patella rustica (Sa-Pinto et al. 2012), Asterina gibbosa (Baus et al. 2005), le chaetognathe
Sagitta setosa et certaines populations de poissons (loup, loup tacheté et espadon) (Patarnello
et al. 2007), la barriere semble étre au niveau de détroit de Gibraltar. Dans d'autres cas, il s'agit
du front Almeria-Oran (AOF), la limite entre la mer d'Alboran et le bassin algérien qui est

considéré comme un hotspot de différenciation génétique (Patarnello et al. 2007). Pour le front
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Almeria-Oran, des barriéres génétiques sont rapportées pour de nombreuses espéces, comme le
merlu Merluccius merluccius, la moule bleue Mytilus galloprovincialis, la seiche Sepia
officinalis et la gorgone Paramuricea clavata (Patarnello et al. 2007 ; Simon et al. 2020 ; Coelho
etal. 2022 ; Wenne et al. 2022). Certains auteurs suggerent I'existence d'une autre barriere dans
le golfe de Béjaia pour Mytilus galloprovincialis, basée sur la présence d'une zone hybride ou
deux lignées coexistent (EI Ayari et al. 2019). Pour d'autres espéces, il n'y a pas de structure
géneétique entre les deux bassins, comme les deux Sparidae Pagrus pagrus et Pagellus
bogaraveo (Patarnello et al. 2007) et le calmar Loligo forbesii (Gopel et al. 2022). Nous avons
confirmé que les populations algériennes sont plus semblables aux autres populations
méditerranéennes qu'aux populations atlantiques, via I'AMOVA, et que les bassins
méditerranéens et atlantiques sont significativement différenciés. Ce résultat est attendu étant
donné que ces populations se situent a I'est du front Almeria-Oran. Toutefois, en raison de leur
proximité avec ce front et de la transition génétique entre les régions atlantiques et
méditerranéennes, il était important de le vérifier formellement. D'autres échantillons de la mer
d'Alboran devraient étre étudiés a l'avenir afin de mieux établir lequel du détroit de Gibraltar

ou de I'AOF limite le plus le flux génétique chez cette espéce.

1V.2.4.3 Expansion récente de la population d’O. longicaudum

Le réseau d'haplotypes sous forme d’étoile et le test de neutralité pour la plupart des populations
méditerranéennes (et une population atlantique : Algarve) peuvent étre expliqués de la maniére
la plus parcimonieuse comme des signatures d'une expansion historique, ou d'une reprise de la
croissance démographique aprés un goulot d'étranglement démographique. Comme la
séparation des espéces d'Ophioderma a été estimée a plus de 7 millions d'années avant la crise
messénienne (Lessios et Hendler 2022), I'expansion démographique d'O. longicaudum pourrait
avoir eu lieu au cours du Miocene (durant les oscillations climatiques des glaciations du
Pléistocene). Des événements similaires ont été enregistrés chez Marthasterias glacialis (Pérez-
Portela et al. 2010), Ophidiaster ophidianus (Micael et al. 2014), I'espece Al du complexe
d’Amphipholis squamata (Boissin et al. 2015), et Ophiura sarsii (Genelt-Yanovskiy et al.
2021).
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CHAPITRE V : LA STRUCTURE ULTRAFINE DU
TEGUMENT D' HOLOTHURIA SANCTORI

Ce chapitre a fait 'objet de deux publications :

1) Lebouazda Z. & Mezali K. (2025). Histological characterisation of Holothuria (Platyperona) sanctori body wall
from Mostaganem coast (Algeria). S.P.C. Béche-de-mer Information Bulletin. 45: 109-114.

2) Zineb Lebouazda, Karim Mezali, Jérome Delroisse, Dina Lila Soualili and Patrick Flammang, = (2025).
Fine structure of the integument, tentacles, podia, and papillae of Holothuria (Platyperona) sanctori
(Holothuroidea, Echinodermata) from the west Algerian coast. 144(3):15, Zoomorphology. DOI:
10.1007/s00435-025-00735-1
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V.1 Introduction

L'objectif principal de ce chapitre est de mettre en évidence la présence et la distribution
d’éventuelles cellules sensorielles qui peuvent étre spécifiques a la photoréception dans le
tégument et les appendices d'H. sanctori. L'étude vise a caractériser ces structures a travers une
approche morphologique permettant de mieux comprendre leur organisation et leur localisation

dans le tégument de I’holothurie.

V.2 Matériel et Méthodes

V.2.1 Modele expérimental : Holothuria sanctori

Holothuria sanctori appelée communément 1’holothurie cracheuse, I’holothurie noir ou/et
tacheté, est une espéce commune en méditerranée et I’Est Atlantique son aire de distribution
s’étale depuis le Golfe de Gascogne et le Portugal jusqu'a Sainte-Héléne, les Acores et les Tles
Canaries (Pérez-Ruzafa 1984 ; Rahman 2014 ; Wen et al. 2016 ; Gocer et al. 2018), elle est
associee aux substrats rocheux, demeurant les crevasses et les recoins sombres (Caballero
Solares 2007). H. sanctori est rencontrée dés la zone intertidale jusqu’au 70 m de profondeur
(Navarro 2014 ; Magdy et al. 2021). Cette holothurie est caractérisée par des podia et des
papilles trés importantes, une coloration trés variable, allant du brun tres foncé au brun clair,
sans ou avec des anneaux blanchatres ou brunes autour des papilles dorsales et en cas de danger
ou de nuisance elle utilise les tubes de Cuvier comme arme défensive (Navarro 2012 ;
Grossmann 2014).

V.2.2 Systématique

Régne : Animalia
Phylum : Echinodermata Klein, 1778
Classe : Holothuroidea de Blainville, 1834
Ordre : Holothuriida Miller, Kerr, Paulay, Reich, Wilson, Carvajal & Rouse, 2017
Famille : Holothuriidae Burmeister, 1837
Genre : Holothuria Linnaeus, 1767

Espece : Holothuria (Platyperona) sanctori Delle Chiaje, 1823

V.2.3 Le choix d’H. sanctori
Holothuria sanctori est connue par son activité nocturne et son phototactisme négatif vis-a-vis

de la lumiére, mais son activité et son cycle de vie sont controlés par la lumiere comme tous les
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autres échinodermes (Lopez et Levinton 1987 in Grossmann 2014) sans posseder des structures
oculaires proprement dites. Sur nos cotes il existe trois morphotypes d’H. sanctori établis en
fonction de degrés des taches (anneaux blancs autour des papilles) sur la face dorsale : tacheté
(Figure 44A), peu tacheté (Figure 44B) et non tacheté (Figure 44C). Les individus ayant de
différents morphotypes ont une distribution verticale différente soit les plus tachetés habitent

les endroits les plus profondes.

Figure 44 : Aspect des trois morphotypes d’H. sanctori. A : tacheté ; B : peu tacheté ; C : non

tacheté. La barre d’échelle = 1cm.

A la base ’objectif de cette étude était de mettre en évidence le systéme photorécepteur d’H.
sanctori et expliquer les mécanismes de détection et de transfert de la lumiére, en identifiant
I’ultrastructure cellulaire des photorécepteurs et examiner la relation entre la photoréception et
le morphotype a savoir I’intensité des taches blanches sur la face dorsale, mais a cause du
manque des moyens et du temps nous n’avons pas pu mettre en évidence les cellules photo

réceptrices dans toutes les parties sensorials (voir chapitre résultats).
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V.2.4 Echantillonnage

Un lot composé de 16 individus d’H. sanctori collectés de Stidia, Wilaya de Mostaganem
(Figure 16) entre Novembre 2022 et décembre 2023 par plongée en apnée entre 1 a 5 m de
profondeur. Apres la collecte, les individus sont transportés immédiatement au laboratoire dans

un bac contenant de I’eau de mer, en noir et maintenus en vie jusqu’au traitement.
V.2.5 Travaux au laboratoire

V.2.5.1 Prélevement

Nous avons ciblé dans cette étude les parties sensorielles dans le derme du concombre de mer
H. sanctori a savoir les podia, les tentacules buccaux, les papilles ainsi que le tégument qui
I’entourent blanc et brun.

Les tissus prélevés sont étudiés par trois méthodes de microscopies :

V.2.5.2 Microscopie photonique

La technique de préparation des échantillons est la méme utilisée dans I’histologie des gonades
(\Voir Chapitre 111 section 111.2.5.2), sauf que les tissus sont fixés dans le formol a 4% et 1’agent
clarifiant est le toluéne. Les colorations appliquées sont les suivantes :

a) La coloration de trichrome de Masson : Les échantillons sont immerges dans de
I'nématoxyline de Groat, un colorant qui se fixe préférentiellement aux structures
basophiles telles que les noyaux cellulaires. Apres un ringage a I'eau du robinet pour
éliminer I'excés de colorant, les échantillons sont ensuite colorés avec du Fushine de
Ponceau, qui colore les structures acides telles que les cytoplasmes. Un nouveau
ringage, cette fois-ci avec de I'acide acétique dilué, est effectué pour éliminer I'excés de
colorant. Les échantillons sont ensuite exposés a une solution d'orangé G molybdique,
qui met en évidence les structures mucopolysaccharidiques, suivie d'un autre rincage a
I'acide acétique. Enfin, les échantillons sont colorés par le vert lumiere acétique pour
accentuer les structures telles que le collagéne. Apres un dernier ringage a l'acide
acétique ;

b) La coloration de I’Azocarmin-Bleu d’anéline-Orangé G : les tissus sont d’abord
trompés dans 1’azocarmin pendant une heure a 60°C. Ensuite, rincés a l'eau
déminéralisée pour éliminer tout exces de colorant. Par la suite, ils sont immergés dans
un mélange d'aniline et d'alcool, suivi d'un ringage a l'acide acétique a 1% dans l'alcool
a 95% pour stabiliser la coloration. Une étape supplémentaire de coloration a l'acide

phosphotungstique est souvent réalisée pour accentuer les contrastes cellulaires. Les
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tissus sont ensuite a nouveau rincés a I'eau déminéralisée avant d'étre traités avec le Bleu
d'aniline-Orangé G pour intensifier la coloration.
Aprés chaque coloration les echantillons sont déshydratés, plongés dans deux bains de toluéne

pour éliminer tout résidu de colorant, puis montés pour lI'observation microscopique.

V.2.5.3 Microscopie électronique a transmission (MET)

La préparation des échantillons pour observation sous microscope a transmission consiste a ce
qui suit :

V.2.5.3.1 Fixation

Les échantillons destinés a la microscopie électronique sont fixés et conservés dans une solution
du Glutaraldéhyde a 3 % jusqu’au traitement au laboratoire de Biologie des Organismes Marins
et Biomimétisme. Dans ce dernier ils sont refixés dans un mélange de Glutaraldéhyde a 3 %,
Cacodylate de Sodium 0,1 M et Chlorure de Sodium 6,2 % pendant 1h (Figure 45A).

V.2.5.3.2 Décalcification

Cette partie ne concerne pas les échantillons destinés a la microscopie électronique a balayage.
Il est préférable de prolonger la fixation (environ une heure de plus) pour augmenter la
résistance du tissu.

La décalcification des tissus est réalisée apres fixation par un mélange d'acide ascorbique a 2%
et de NaCl 0,3 M (1V : 1V), entre 12 et 24 heures en rotation continue (3 rpm) ou sous agitation
mécanique, rincer (lavage) sur plusieurs reprises dans I’eau distillé. Le pH initial de la solution
de décalcification est de 2,6. Il est nécessaire de préparer cette solution a chaque fois (ne doit
pas étre conservée) a cause de 1’oxydation de 1'acide ascorbique en solution aqueuse, cette
oxydation est plus accentuée en présence de la lumiére (photooxydation). Il est important
d'utiliser un grand volume de solution décalcifiante (environ 50 ml de 20 mg de calcite) en
raison de sa faible acidité (Dietrich et Fontaine 1975).

V.2.5.3.3 Ringage

Pour ¢éliminer I’exces du mélange de fixation les échantillons sont rincés par une solution de
cacodylate de sodium de 0,2 M et de chlorure de sodium a 1,84 %.

V.2.5.3.4 Post-fixation

Les tissus sont fixés une deuxiéme fois par une solution de Tetroxyde d’Osmium a 1 %,
cacodylate de sodium 0,1 M et chlorure de sodium a 2,3 % pendant 1 h a température ambiante.
V.2.5.3.5 Ringage

L’excés de la solution de Tetroxyde d’Osmium est eéliminé par la solution de cacodylate de

sodium.
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V.2.5.3.6 Déshydratation
Les échantillons sont déshydratés dans une série ascendante de bain d’éthanol (25%, 50%, 70%,
90% et 100% dans chaque bain 10 mn, puis sont immerger deux fois dans I’oxyde de propyléne

a I’abris de la lumiére pendant 10 min.

V.2.5.3.7 Enrobage

Les tissus sont inclus dans la résine de Spurr [10 g de résine ERL 4206, 6 g de résine DER 736,
26 g d'anhydride nonényl succinique, 0,4 g de diméthylaminoéthanol] pendant une nuit en
agitation continue et a température ambiante. Puis coulé dans des moules étiquetés (Figure
45B). Pour déclencher la polymérisation la solution de résine est chauffée a 70 °C pendant 24h.

Les bloques sont taillés et limés sous une soupe par une lame et une lime (Figure 45C).

V.2.5.3.8 Découpage et contrastage

Les tissus sont découpés en premier temps en coupe semi-fines de 1 um et colorées par un
mélange de bleu de méthylene et de bleu d’azure (v/v) pour cerner la zone qui nous intéresse
puis en coupes ultrafine dont I’épaisseur est de 95 nm en utilisant un ultra-microtome (Leica
Ultracut UCT—Leica Microsystems ; Figure 45D). Les coupes sont ensuite porté sur des grilles
en cuivre (Figure 45E) et contrastées par lI'acétate d'uranyle [solution d'acétate d'uranyle 0,18
M : éthanol (2:1)] pendant 45 min et ensuite dans du citrate de plomb [nitrate de plomb 0,08 M,
citrate de sodium 0,12 M, hydroxyde de sodium 0,16 M (dans un bac contenant des pastilles
d’hydroxyde de sodium)] pendant 4 min (Figure 45F) et finalement laisser sécher pour passer
a I’observation sous microscope ¢lectronique a transmission (Figure 451). Aprés chaque agent

contrastant les coupes sont rincées sur plusieurs gouttes d’eau pendant 15 min.

Figure 45 : Matériels utilisés pour I’é¢tude de 1’ultrastructure du derme d’H. sanctori. A :
fixation et déshydratation des tissus ; B : inclusion des tissus dans la résine ; C : taille et limage
des blocs ; D : découpage par un ultramicrotome ; E : des coupes sur les grilles en cuivre ; F :

contrastage ; | : observation sous microscope a transmission.
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V.2.5.3.9 Observation sous MET

Le principe de la microscopie électronique a transmission est similaire a celui de la microscopie
optique mais c’est 1'électron qui joue le roéle du photon. Un faisceau d'électrons, généré a partir
d'une source d'électrons sous vide (canon a électrons), est accéléré vers 1’échantillon ultra-
mince, puis le faisceau d'électrons interagit avec I'échantillon et est capté et convertis par des
lentilles et des ouvertures électromagnétiques en un faisceau monochromatique (Fiawoo 2009 ;
Jiang et al. 2019).

V.2.5.4 Microscopie électronique a balayage (MEB)
Les tissus destinés a la microscopie a balayage sont fixés dans le formol a 4%, ensuite
déshydratés dans une série de bains d’éthanol, puis laissés 1h dans 1’éthanol a 100%, ensuite

passés au séchage au point critique.

V.2.5.4.1 Séchage supercritique du CO:

Dans leur état naturel les échantillons biologiques contiennent de 1’eau, dans le vide du
microscope et due a la tension superficielle, I’eau s’évapore violemment en déformant
I’échantillon, néanmoins le séchage par contournement du point critique (Figure 46A) permet
d’éviter tout collage ou déformations de structures lors de la libération de structures mécaniques
mobiles telles que 1’eau. Pour que cette derniére atteindre son point critique il doit y avoir une
pression de 217,7 atm et une température de 374°C, raison pour laquelle 1’eau est remplacé par
un liquide de transition de CO> dont le point critique est a environ 31°C.

Le séchage s’effectue en 3 a 6 cycles de remplacement de 1’éthanol par le CO2 dans une bombe
de séchage (Figure 46B), durant le dernier cycle en augmente la température a 31°C (pression
environ 74 atm) pour éliminer le CO; par sublimation.

V.2.5.4.2 Métallisation

Une fois séchés, les échantillons sont montés sur un support, puis pulvérisés par une mince
couche d’Or (arraché d’un morceau de métal par I’argon ionisé¢) et de Palladium dans une
enceinte a vide partielle (Figure 46C), pour améliorer la conductivité et réduire les charges

électriques.
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Figure 46 : A : Diagramme de phase du Dioxyde de carbone supercritique ; B : la bombe a

point critique ; C : I’enceinte pulvérisant sous vide partiel.

V.2.5.4.3 Observation sous MEB

Les échantillons sont observés sous un MEB JEOL JSM 7200F qui utilise un faisceau
d'électrons focalisé pour balayer systématiquement la surface de I'échantillon, produisant un
grand nombre de signaux (des électrons secondaires, des rétrodiffusions d'électrons, et méme
des rayons X), Ces signaux sont ensuite captés par des détecteurs spécifiques qui seront
examinés en détail ultérieurement. Ces signaux électroniques sont finalement convertis en un
signal visuel affiché sur un tube cathodique. Les images obtenues, permettent une observation
détaillée a I'échelle nanométrique de la topographie des échantillons (Zhou et al. 2006).

V.3 Résultats

V.3.1 Morphologie externe

L’aspect externe du tégument d’H. sanctori est de nature rigoureuse (Figure 47) caractérisé par
des tubercules couvrant toute sa surface (Figure 47a) et ces tubercules mesure environ 25 pm,
elles sont soutenues par des sclérites qui souvent percent la surface du tégument (Figure 47b et
c). Aucune différence n’est observée entre le tégument brun et blanc en ce qui concerne la

morphologie externe.
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Les tentacules se composent de stem basal et une couronne terminale qui se divise en branches
et les branches en bourgeons sous forme de chou-fleur. Les podia avaient un stem cylindrique
et un disque plat avec une dépression central. Dans les podia contractés, le disque reste plat, ne
change pas de diamétre et s'enfonce l1égérement dans le stem. Les papilles se constituent d’un
stem conique et un bourgeon terminal hémisphériques (Figure 47f). Les stems du podia et des
papilles avaient la méme apparence que le tégument, cependant celui des tentacules est lisse.

Les bougeons des tentacules (Figure 47d), des pailles (Figure 47f) et le disque des podia

(Figure 47e) avaient une surface lisse.

Figure 47 : Aspect général de la surface externe de différents organes d’H. sanctori par
microscopie électronique a balayage ; a-c Aspect externe du tégument ; d tentacule ; e podia ; f

papilles ; B : bourgeon ; D : disque ; O : sclérites ; St : Stem. Barre d’échelle = 100 um.

V.3.2 Morphologie interne
Au niveau microscopique, le tégument d’H. sanctori est constitué de quatre couches de

I’intérieur vers ’extérieur : 1) la cuticule ; 2) I'épiderme ; 3) une couche de tissu conjonctif

134



V. H. sanctori

composée de fibres de collagéne laches entourant les sclérites, et enfin 4) une couche de
collagene dense et épaisse (Figure 48a-e). Les appendices (tentacules, podia et papilles) sont
constitués d'une cuticule semblable a celle de tégument et de deux épithéliums : I'épiderme sur
la partie externe et le mésothélium entourant la lumiére ambulacraire a I’intérieur. Les deux
couches sont séparées par un épais tissu conjonctif dans lequel des plexus nerveux sont observés
(Figure 49a-b, Figure 50a et Figure 51a-b).

V.3.2.1 Epiderme

La cuticule est sous forme de couches fines acellulaires translucides séparées de I'épiderme par
un espace subcuticulaire traversé par des microvillosités (Figure 48g-h, Figure 49e et Figure
50f). L’épiderme du tégument blanc ou brun est constitué de différents types de cellules en
forme de flasque et ne sont reliées que par de minces processus apicaux.

Les cellules de soutien (Figure 489 et i) forment une couche cellulaire continue dans laquelle
les autres types de cellules sont inserés (Fig. 489 et i). Elles sont pavimenteuses, contenant des
granules denses et un noyau ovale et dense situé sur la partie basale du corps cellulaire. Les
processus apicaux des corps cellulaires sont couronnés de microvillosités. Ces processus
renferment également des tonofilaments reliant le tissu conjonctif sous-jacent a la cuticule par
des hémidesmosomes. Les sclérites possedent des projections qui s'étendent entre les cellules

épidermiques jusqu'a la cuticule dans les deux types de téguments (Figure 48h-i).
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Figure 48 : Coupe transversale du tégument d’H. sanctori. a Aspect interne du tégument par

microscopie photonique ; b-c Coupes semi-fines du tégument blanc ; d-e Coupes semi-fines du
tégument brun ; f-g Micrographie TEM des cellules de I'épiderme ; f Cellules épidermiques g
Cellules de soutien ; h-i Sclérites dans le tegument blanc et brun j Granules et noyau de cellule
épidermique. CU : cuticule ; D : derme ; DCT : tissu conjonctif dense ; E : épiderme ; EC :
cellule épidermique ; GV : vésicule granuleuse ; LCT : tissu conjonctif lache ; Mv
microvillosités ; N : noyau ; O : Sclérites ; SuC : cellule de soutien ; TF : tonofilaments.

L'épiderme des bourgeons tentaculaires est composeé de cellules cylindriques allongées avec des
noyaux denses et de frome ovoides (Figure 49c). Cinq types de cellules sont observés :
mucocytes (Figure 49d et h), cellules adhésives, cellules sensorielles, cellules pigmentaires
(Figure 49d), et cellules de soutien (Figure 49e). Ces dernieres ont les mémes caractéristiques

que celles observées dans le tégument.
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Les mucocytes se présentent sous deux types (Selon la classification de Delroisse et al. 2020) :
le premier a une forme arrondie, un grand perikaryon contenant des sphérules muqueuses de
différentes taille et généralement vides (Figure 49d). Le second type a une forme allongéee
contenant des sphérules muqueuses de différentes tailles, contenant un matériel floculant
(Figure 49h).

Les cellules adhésives ont une forme d’ampoule, trés fréquentes, formant avec les cellules
sensoriales un processus senso-adhésive continue sur 1’épiderme du bourgeon. Ses noyaux ont
une forme ovale et se localisait sur la partie basale du corps cellulaire (Figure 49e).

Les cellules adhésives, qui sont tres fréquentes, ont une forme flasque. Avec les cellules
sensorielles, elles forment une zone senso-sécrétoire continue. Leurs noyaux, de forme ovale,
sont situés sur la partie basale du corps cellulaire. Les cellules adhésives sont remplies de
vésicules sphériques dont le centre est dense, le périphérique est translucide et la membrane est
distincte (Figure 49f). Les vésicules sont arrangées en ligne les uns & cotés des autres, elles
traversent 1’espace subcuticulaire et la cuticule dans des microvillosités sous forme d'un
processus sécrétoire vers 1I’extérieur (Figure 49e et h). Ces cellules sont appelées par McKenzie
(1987) touffes apicales.

Les cellules sensoriales ont une forme longue, étroite et plus ou moins cylindrique. Elles ont un
cytoplasme dense et un noyau allongé, au centre ou sur la partie basale du corps cellulaire. Elles
sont caractérisées par un processus apical cilié composé d’une cille importante entourée par 9
microvillosités similaires. En coupe transversale ce processus est sous forme de rose (Figure
49e).

Les cellules pigmentaires sont tres volumineuses contenant un noyau rond avec une masse
hétéro-chromatique dense, caractérisées par des granules pigmentaires de différentes tailles,

parfois tres denses (Figure 49d).
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Figure 49 : Coupe histologique du tentacule d’H. sanctori. a : Coupe transversale par
microscopie photonique ; b-c : Coupes semi-fines des bourgeons tentaculaires ; d-e et h
Micrographie TEM des cellules épidermiques ; f : Granules adhésifs ; G : Structure du plexus

nerveux et du mésothélium. AG : granule adhésif ; AL : lumiére ambulacraire ; ASC : cellule
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sécrétoire adhésive ; Bu : bourgeon ; C : cilium ; CCT : tissu conjonctif central ; CP : processus
cilié ; CT : tissu conjonctif ; CU : cuticule ; E : épiderme ; ICT : tissu conjonctif interne ; M :
morula ; Me : Mésothélium ; MS : sphérules muqueuses ; Mu : cellule muqueuse (type I et type
I1) ; N :noyau ; Nr: nerf plexus ; O : Sclérites ; PC : cellule pigmentaire ; SC : cellule sensorielle

: St : Stem ; SuC : cellule de soutien ; TF : tonofilaments.

Les cellules observées dans I'épiderme du disque de podia sont principalement adhésives, deux
types (Figure 50f et i), dé-adhésives (Figure 50j), sensorielles (Figure 50h), morula (Figure
509) et de soutien. Elles ont une forme allongée, le noyau se trouvant sur la partie basale du
corps cellulaire (Figure 50c).

Deux types de cellules adhésives sont associés dans 1’épiderme du disque (Figure 50f). Les
premiéres ont le méme aspect que celles des tentacules (la touffe apicale ) et les secondes sont
reliées a I'extérieur par un pore visible (Figure 50f), remplies de sphérules larges, dont la moitié
est dense et en forme d'ellipsoide (Figure 50i), et les cellules dé-adhésives sont situées a coté
les cellules adhésives ; elles contiennent de petits granules tres denses (Figure 50j). Les Morula,
correspondant a des coelomocytes circulants potentiels, sont également observées dans
I'épiderme (Fig. 50g). Les cellules sensorielles, de soutien et morula présentent les mémes
caractéristiques que celles des autres tissus.

L’extrémité distale du podia est soutenue par un grand ossicule (sclérite) supportant le disque
sous I'épiderme (Figure 50b) et de petits sclérites allongés insérés dans le tissu conjonctif sur

la partie distale du stem (Figure 50d).
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1 pm

Figure 50 : Coupes histologiques des podia d’H. sanctori. a : Coupe longitudinale du podia par
microscopie photonique. b-e : Coupes semi-fines ; b : Disque. C : Epiderme du disque. d : Stem.
e : Structure du nerf et du mésothélium. f-j : Micrographie TEM des cellules épidermiques
observées. f : Cellules adhésives. g : Morula. h : Cellule sensorielle. i : Granules adhésives. j :
Cellule dé-adhésive. AL : lumiére ambulacraire ; AN : nerf apical ; ASC-I : cellule sécrétoire
adhésive type-l1 ; ASC-II : cellule sécrétoire adhésive type-Il ; B : lame basale ; CT : tissu
conjonctif ; CU : cuticule ; D : disque ; DCT : tissu conjonctif dense ; DSC, cellule sécrétoire
de-adhésive ; DSO, sclérite supportant le disque ; E : épiderme ; G : granules adhésifs; LCT :
tissu conjonctif lache ; Me : mésothélium ; Mv : microvillosités ; Nr : nerf longitudinal; O :

sclérites ; P : pore ; SP : processus secrétoire ; SuC : cellule de soutien ; TF : tonofilaments.
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Les papilles ont une structure similaire a celle des podia (Figure 51a et b). Cependant, le disque
est réduit a un simple bourgeon sous forme d’une terminaison nerveuse (Figure 51c et d), son
épiderme est composé principalement de cellules sensorielles (Figure 51i), de quelques cellules
remplies de granules denses (Figure 51j) et de cellules de soutien (Figure 51h). Comme dans
les podia la partie distale du stem referme des sclérites (Figure 51b).
a _. o TN :

R e 4 L g b
Figure 51 : Coupes histologiques des papilles d’H. sanctori. a : Coupe transversale par
microscopie photonique ; b-g : Coupe semi-fine ; b : Coupe longitudinale de la papille ; ¢ ;
Coupe longitudinale du bourgeon ; d : Coupe transversale du bourgeon ; e ; stem de la papille ;
f : Nerf longitudinal ; g : Structure du mésothélium ; h-j : Micrographie TEM de I'épiderme du
bourgeon. AL : lumiére ambulacraire ; B : lame basale ; C : cilium ; CU : cuticule ; DTC : tissu
conjonctif dense ; E : épiderme ; EC : cellule épidermique ; ER : réticulum endoplasmique ; G :
granules, LCT : tissu conjonctif lache ; M : Morula ; Me : mésothélium ; N : noyau ; Nr : nerf
longitudinal ; O : sclérites ; SC : cellule sensorielle ; SuC : cellule de soutien ; TF : tonofilament.
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V.3.2.2 Tissu conjonctif

Le tissu conjonctif dense (Figure 52a) est compose de fibres de collagéne denses, compactes
et disposées dans différentes orientations (Figure 52d). Il est séparé de 1’épiderme par une
jonction dermo-épidermique qui s’appelle le tissu conjonctif lache. Ce dernier abrite
l'endosquelette (les sclérites) d’H. sanctori (Figure 52b). Les deux couches de tissu conjonctif
composent le derme. Les cellules observées dans le derme sont les morulas et les cellules
juxtaligamentaires.

De nombreuses morulas sont observés dans toutes les couches tissulaires, mais plus fréquentes
dans le tissu conjonctif. Ces cellules sont caractérisées par de grandes vacuoles de densité
variable : claires a la périphérie et denses au centre, serrées les unes contre les autres (Figure
50g ; Figure 51g et Figure 52c).

Les cellules juxtaligamentaires observées sont de deux types selon la classification de Wilkie
and Carnevali (2023), elles se différent dans la taille, la forme et la densité de granules. Le
premier type a une forme ovale a arrondie contenant des granules denses et de nombreuses
inclusions sphériques d'opacité électronique variable, Ces inclusions ressemblent a des
gouttelettes lipidiques (Figure 52d). Le deuxiéme type a une forme allongée de petite taille et
remplis de granules dense (Figure 52e).

V.3.2.3 Mésothélium

Le mésothélium, enveloppé par une lame basale, est une interface entre la lumiére ambulacraire
et le derme de I'holothurie (Figure 529). Il se constitue principalement de deux sous couches
(Figure 52g) renfermant 3 types de cellules. Le premier type de cellules observées
généralement sur la sous couche basale sont les cellules myoépithéliales constitué de
myofilaments denses condensés (Figure 52i) et un noyau arrondi. Ces cellules myoépithéliales
fournissent une masse musculaire importante qui permet aux appendices de se rétracter ou de
se contracter rapidement et facilement (Figure 52i). Le deuxiéme type est les granulocytes,
observés entre les cellules myoépithéliales et connus pour leurs petits granules denses (Figure
52i). La sous-couche apicale est constituée de cellules péritonéales (Figure 52h) portants des
microvillosités et des flagelles. Le noyau est situé sur la partie apicale de la cellule.

V.3.2.4 Plexus nerveux

Le tissu nerveux a été observé dans les appendices (tentacules, podia et papilles) au niveau du
tissu conjonctif pres de la lame basale qui entoure meésothélium (Figure 52j). Dans les
tentacules (Figure 49b, c et g), le plexus nerveux entoure la structure entiére. Dans les podia

un nerf symétrique dans les deux coté est observés (Figure 50e). 1l enveloppe la structure et
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envoie des branches vers le disque formant le nerf apical (Figure 50c). Dans les papilles le nerf
avait la méme structure que le podia cependant le nerf longitudinal est observé (Figure 51b et
Figure 51 f), il avait une taille importante et une forme asymétrique. Dans le bourgeon, il forme
une plaque de tissu nerveux étroitement associée a la partie basale des cellules épidermiques
(Figure 51c et d). Le plexus nerveux est constitué de neurones, de réseaux axoniques et de
cellules de soutien (Figure 52K). Le réseau axonique est caractérisé par deux types de vésicules:

denses avec des noyaux visibles et claires avec un aspect maillé (Figure 52I).
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Figure 52 : Coupes histologiques des tissus internes d’H. sanctori. a : Coupe transversale semi-
fine du tissu conjonctif dense (derme) ; b : Coupe transversale semi-fine du tissu conjonctif
lache (derme) par microscopie photonique ; c-e : Micrographie TEM du tissu conjonctif ; f-i :
Micrographie TEM du mésothélium ; J : Coupe semi-fine du nerf ; k-1 : Micrographie TEM du
nerf transversal. Les tissus ont été prélevés de tégument (a et ¢), des papilles (B, f-i) et des podia
(d ete). AL : lumiere ambulacraire ; Co : fibres de collagene ; CP : processus cilié ; DCT : tissu

conjonctif lache ; F : flagelle ; Gr : cellule granulocytaire ; HCo : fibres de collagéne
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horizontales ; M : Morula ; Me : mésothélium ; My : cellule myoépithéliale ; N : noyau ; NB :
bande neurale ; Ne : neurone ; NP : processus nerveux ; O : Sclérite ; PCo : fibres de collagéne

perpendiculaires ; PTC : cellule péritonéale ; SuC : cellule de soutien ; V : Vacuole.

V.4 Discussion

Le tégument d’H. sanctori avait une texture spécifique qui differe de tous les autres holothuriid
(Flammang et Jangoux 1992 ; Vanden Spiegel et al 1995 ; Gao et Yang 2015). Elle présentait
des tubercules qui couvert toute la surface corporel (excepte les tentacules), ces tubercules
semblent refermer des sclérites. Les études menées sur I'endosquelette d”H. sanctori ont montré
que le tégument renferme trois principaux types de sclérites : les tables, les boutons et les
batonnet (Koehler 1921 ; Moussa et Wirawati 2018). En associant nos observations aux
résultats de la morphologie interne du tégument et des types de sclérites, on peut constater que
les tubercules sont remplis de tables et les « pieds » des tables pénétrent dans I'épiderme. Les
boutons, en revanche, restent dans le tissu conjonctif sous I'épiderme. Ceux-ci sont disposés de
facon inclinée et paralléle les uns aux autres pour renforcer la structure (Flammang et Jangoux
1992). Selon Cameron et Fankboner (1984), l'orientation paralléle permettait aux appendices
d'effectuer de grandes contractions et de disperser la force générée par les ondes vers I’extrémité
du stem sans réduire leur capacité a fournir un soutien adéquat au squelette. Cameron and
Fankboner (1984) aussi confirme que les tentacules renferment un seul type de sclérites, les
batonnets d’ou vient leur aspect lisse.

La composition cellulaire ultrafine du tégument d’H. sanctori est similaire a celle décrite chez
d'autres holothuries tels que Apostichopus japonicus (Gao et Yang 2015), Isostichopus
badionotus (Guerrero Guerrero et Rodriguez Forero 2018), Holothuria scabra (Delroisse et al.
2020) et Thyone briareus (Menton et Eisen 1970).

L'ensemble du tégument d’H. sanctori y compris les tentacules, les podia et les papilles est
recouvert d'une cuticule. Nous avons observé que la cuticule se constitue de deux couches
acellulaires séparées par un espace. Ce qui concorde avec les études de McKenzie (1987 ; 1988)
qui ont montré que la cuticule est composée de trois couches : la cuticule inférieure de nature
fibreuse, la cuticule médiane granuleuse et le fuzzy coat, constitué de fins filaments. Les auteurs
suggerent que la cuticule des échinodermes représente l'interface entre l'organisme et son
environnement en contrdlant la diffusion des molécules, en protégeant les organes contre les
abrasions mécaniques et en maintenant l'intégrité de I'épiderme.

Les cellules épidermiques chez les concombres de mer sont imbriquées dans la partie apicale

du derme. Les cellules les plus frequentes dans le tégument sont les cellules de soutiens, qui ont
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une forme de T, due a la position du péricaryon sur la partie basale de I’épiderme et qui envoient
des prolongements cellulaires vers la partie apicale (Delroisse et al. 2020). Ces cellules sont
couronnées par des tonofilaments reliants la cuticule au tissu conjonctif. Selon McKenzie
(1987, 1988) la fréquence élevée de ces zones d'attachements (les cellules de soutient) aide a
mieux renforcer et maintenir la structure et pourrait étre une adaptation aux charges élevées sur
sa surface lors de la contraction, et a toutes sortes de mouvements qui nécessitent un
renforcement considérable.

Les mucocytes observées pourraient avoir un role défensif en libérant leurs sécrétions en cas de
déchirure ou d’abrasion (McKenzie 1987), et les morulas peuvent étre impliquées dans la
cicatrisation des blessures (Menton et Eisen 1973).

La structure ultrafine du tégument blanc et brun ne révéle aucune différence considérable que
ce soit & extérieur ou a intérieur, malgré la différence de couleur (brun et blanc). La différence
de coloration dans les téguments d'holothuries est principalement liée au développement des
mélanocytes et au taux de synthese de la mélanine (Xing et al. 2023). L'absence de différences
visibles dans notre étude peut étre due a la miscibilité des pigments dans I'un des produits
chimiques utilisés dans la préparation des tissus pour la microscopie, en particulier I'alcool.

La forme des appendices (tentacules, podia et papilles) d’H. sanctori est similaire a celles des
autre holothuries (Bouland et al. 1982 ; Flammang et Jangoux 1992 ; Vanden Spiegel et al
1995 ; Gao and Yang 2015 ; Marquet et al. 2018) sauf qu’elles ont une taille plus importante.
La structure microscopique ultrafine des tentacules d’H. sanctori est similaire a celle des autres
concombres de mer comme Holothuria forskali (Bouland et al. 1982), Parastichopus
califomicus (Cameroun 1984) et Neopentadactyla mixta (Smith, 1983). Selon McKenzie
(1988), si les especes ont la méme structure, elles doivent avoir une fonction similaire. Quelques
soit leurs modes de nutrition suspensivore ou détritivore, les concombres de mer utilisent leurs
tentacules pour détecter les zones les plus riches en nutriment dans le sédiment et pour porter
les particules alimentaires dans leur pharynx (Powell 1977). Sachant que les bourgeons
tentaculaires sont la premiere structure qui rentre en contact avec le sédiment, les auteurs
affirment qu’ils sont (bourgeons ou les nceuds selon 1’espéce) chimiosensoriels (détecte des
zones les plus riches en nutriments) et responsables de la collecte des nutriments. Dans certaines
régions des bourgeons d’H. sanctori, il y avait une alternance des cellules sensoriales et
adhésives formant un processus senso-adhésive, ceci a déja été décrit chez les dendrochirotes
ou ces cellules apparaissent sous forme de grappes discretes tandis que chez les aspidochirotes,
elles sont reparties uniformément sur toute la surface du bourgeons (Smith 1983). McKenzie

(1987) suggére que les cellules sensoriales controlent la libération des molécules adhésives et
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que les cellules sensoriales ne secrétent pas leurs substances a 1’extérieur. Sachant que la partie
basale des cellules sensoriales est connectés avec le nerf plexus, on peut donc constater que la
coexistence des cellules sensoriales et adhésives montre un r6le complémentaire ou les
premiéres sélectionnent les zones de sédiment les plus riches en matiere organique puis envoie
un stimulus a travers le plexus nerveux (sur la partie basale) qui stimule par la suite les cellules
adhésives a secréter les substances qui agglutinent la matiere organique. Selon Laverack (1974)
les microvillosités des cellules sensoriales sont des récepteurs gustatifs alors que les cils sont
des récepteurs olfactifs. Ce qui ainsi caractérise les bourgeons est 1’absence de systéme dé-
adhésive contrairement aux autres parties adhésives tel que les podia (voir podia). McKenzie
(1987) et Cameroun (1983) ont explique que les particules alimentaires sont aspirées / retenues
dans la bouche (cavité pharyngale) qui substitue le systeme déadhésive alors que Hermans
(1983) a supposé que les sécrétions acides de mucopolysaccharides dans le pharynx agissent
comme agents dé-adhésifs, libérant du matériel adhérant aux bourgeons lorsqu'ils sont placés
dans le pharynx.

L’épiderme du disque de podia d’H. sanctori est caractérisée par un systéme ‘duo-glandulaire’ :
adhésif/dé-adhésif (Hermans 1983) comme d’autres échinodermes (Flammang et Jangoux
1992, Flammang 1995 ; Santos et Flammang 2006 ; Gaspar et al. 2021). Elles contrastent donc
avec I'épiderme des tentacules ou seules les cellules adhésives sont observées. Les cellules
touffe apicale, partagées par les tentacules et les podia, ressemblent aux cellules adhésives des
oursins tels que Arbacia lixula, Sphaerechinus granularis, et Paracentrotus lividus (Santos et
Flammang 2006). Leurs vesicules adhésives contiennent deux matériaux de différente densité
(Voir Flammang 1996) chez les oursins ces matériaux correspondent a des glycanes dont le
I’élément majeur est le N-acetylglucosamine (Simao et al. 2020) et des protéines représentées
essentiellement par la Nectin (Pjeta et al. 2020).

Le second type des cellules adhésive est caractéristique des podia des holothuries (Menton et
Eisen 1970 ; Flammang et Jangoux 1992 ; Aruga et Hirose 2021), Initialement, Menton et Eisen
(1970) les ont reconnus comme des morulas, mais I'étude de Flammang et Jangoux (1992) les
a ensuite identifiées comme des cellules adhésives supplémentaires, appelées conduits apicaux.
Ce genre de cellules est absent dans les podia des oursins. En fin H. sanctori partage le méme
type de cellules dé-adhésive avec tous les échinodermes précités. Le systéme duo-glandulaire
est souvent associé aux cellules sensoriales chez les échinodermes comme le confirme
Flammang (1995).

L’¢épiderme des papilles d’H. sanctori est comparable a celui du tégument, en revanche, il

renferme des cellules sensoriales. Ce qui le qualifie selon Vanden Spiegel et al. (1995) a un
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organe sensorial qui, intervient dans la mécanoréception et la chémoréception. Ce réle tres
complexe peut expliquer son intense et directe énervation. En effet les auteurs expliquent que
la stimulation mécanique de la papille se traduit par des mouvements de contraction a 1’aide de
leur muscle mésothéliale, autant la stimulation simultanée de plusieurs papilles provoque
I’expulsion des tubes du Cuvier. Concernant la chémoréception, elle se traduit par plusieurs
réactions telles que la sécrétion des saponines (défense chimique) (Sroyraya et al. 2018) et la
perception de la lumiére ou les cellules sensoriales stimulent des neurotransmetteurs comme les
opsines (Lui et al. 2020).

Le tissu conjonctif ou le derme constitue la partie principale de la paroi corporelle des
holothuries, sa partie inférieure forme le tissu conjonctif dense et la partie supérieur forme une
couche externe de tissus conjonctif 1ache (Gao et Yang 2015 ; Delroisse et al. 2020). Les deux
parties sont constituées de fibres de collagéne dont la densité et la disposition different d’une
couche a une autre. Le collagéne du premier est plus compact pour maintenir 1’intégrité
structurelle du derme (Menton et Eisen 1970 ; Guerrero Guerrero et Rodriguez Forero 2018).
Celui du dernier est lache pour offrir plus de flexibilité aux sclérites. Le derme en générale peut
étre considéré comme un tissu conjonctif mutable en raison de la présence des cellules
juxtaligamentaires qui sont selon Wilkie (2005) et Wilkie et Carnevali (2023) caractéristiques
du tissu collagénique mutables des échinodermes. Selon les mémes auteurs, ces cellules
controlent les propriétés mécaniques (la rigidité ou la souplesse) du collagéne d’une maniére
réversible et rapide en secrétant des protéines de rigidification ou de ramollissement en fonction
de leurs types. Ils supposent aussi qu’au moment de I’autotomie, la cohésion des fibres est
inhibée par un facteur chimique libéré par les cellules juxtaligamentaires.

Dans presque toutes les structures de collagenes mutables explorées, il existe deux ou plusieurs
types de cellules juxtaligamentaires qui se distinguent par la taille, la forme et la densité
électronique de leurs granules (Candia Carnevali et al. 2024). Bonneel et al. (2022) ont observé
trois types de cellules juxtaligamentaires dans le derme d’H. forscali (en fonction de la taille et
de la densité des granules). Type 1 contenant de petits granules sphériques (< 180 nm) de
densité électronique moyenne. Le type 2 contient des granules allongés de taille moyenne (150-
300 x 300-650 nm) de densité électronique moyenne, et le type 3 contient de gros granules
sphériques trés denses aux électrons (> 600 nm). Dans le présent travail, deux types de cellules
juxtaligamentaires sont observés, contenant un ou plusieurs types de granules ne dépassant pas
450 nm.

Le mésothélium d’H. sanctori avait une structure stratifié la sous couche basale se constitue de

cellules myoépithéliales et les cellules granulaire et sous couche apicale de cellules
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péritonéales. Ce genre de stratification selon Liu et Chen (2023) est caractéristique des
holothuries et des ophiures.

Le systeme nerveux dans les appendices est similaire a celle d’H. forskali (Flammang and
Jangoux 1992 ; Vanden Spiegel et al. 1995) sauf qu’on n’a pas pu observer le nerf épineural et
les deux branches qui le relie avec le nerf hyponeural au niveau des tentacules comme a été

décrit par Bouland et al. (1982) et le nerf longitudinal dans les podia.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail de recherche s’articule sur I’approfondissement des connaissances des
especes appartenant respectivement a trois classes d’échinodermes : les astérides, les ophiurides
et les holothurides, en déterminant respectivement les objectifs qui suivent : 1) la mise en
évidence du schéma de la reproduction d’E. sepositus et les interventions des facteurs
environnementaux dans ce cycle ; 2) caractérisation globale de la morphologie, la
morphométrie, la reproduction, la génétique, et la phylogéorgaphie de la population d’O.
longicaudum ; 3) I’identification d’éventuelle cellules sensorielles impliquées dans la
photoréception en explorant ’ultrastructure de plusieurs parties du tégument d’H. sanctori (les
tentacules, les podia, les papilles, le tégument brun et blanc).

La population d'E. sepositus de la station de Salamandre est caractérisée par une dominance des
males par rapport aux femelles, une corrélation plus ou moins importante entre la longueur des
bras et le poids humide du corps. Cette espéce présente une croissance allométrique négative,
ainsi la longueur des bras qui augmente rapidement par rapport a son poids. La gamétogeneése
chez E. sepositus est un processus continu, les ovaires et les testicules présentant différents
stades de maturation sexuelle au cours de I'année (six stades détectes chez les femelles vs cing
stades chez les méles). La détermination de la gamétogenése par 1’observation et le suivi de la
longueur des colonnettes spermatogéniques et le diamétre des ovocytes offrent un outil de
soutien pour la détection de la période de ponte. La reproduction chez E. sepositus illustre un
schéma saisonnier chez les deux sexes, caractérisé par une seule ponte qui commence en juillet-
ao(t et se termine en novembre. La maturité des gonades est corrélée avec la température élevée
et I’étendue de la photopériode. Les résultats obtenus dans cette partie optimisent la gestion
durable et I’exploitation du stock naturel des étoiles de mer.

L’¢tude génétique affilie la population algérienne au cluster 3 (O. longicaudum). L’analyse
morphologique d'O. longicaudum a montré que cette population présente une grande variabilité
morphologique et qui se chevauche avec les autres espéces a savoir : O. hybridum, O. zibrowii,
O. gueneense et O. africanum. La morphométrie révéle un effet station, marquée par un gradient
de taille croissant de I’est vers I’ouest.

L’étude phylogéographique fournit un apercu global de toutes les populations d'O. longicaudum
et les autres especes de son complexe, dans I'ensemble de son aire de répartition. La diversité
morphologique étonnamment élevée a été mis en évidence dans les trois nouvelles populations
d'O. longicaudum (de France et d'Algérie) analysees dans le présent travail ici (Lebouazda et

al. 2022 ; Gouillieux et al. 2024) n'a pas trouvé d'explication simple et claire malgré nos
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nouvelles séquences génétiques ou notre étude gonadique. Les études futures devraient porter
sur un plus grand nombre de marqueurs nucléaires, par exemple en utilisant le séquencage RAD
ou le séquencage du génome entier, afin de tester formellement I'nypothese de I'hybridation et
d'élucider davantage I'histoire évolutive de ce complexe d'espéces. En outre, pour déterminer si
le détroit de Gibraltar ou le front d’ Almeria-Oran (AOF) constitue une barriére génétique entre
les bassins atlantique et méditerranéen, les études futures devraient se concentrer sur la
population de la mer d'Alboran, a I'ouest du front Almeria-Oran. Notre étude fournis toutes les
données génétiques (séquences des deux marqueurs COIl et EF1) et les métadonnées
correspondantes sur la base de données NCBI, ce qui simplifiera I'intégration de nouveaux
spécimens du complexe d'especes O. longicaudum, rationalisant ainsi les futures recherches sur
ce taxon, dont les données étaient auparavant dispersees dans des bases de données distinctes.

Malgré la faible diversité génétique observée chez la population algérienne d’O. longicaudum
qui, sur la base de leur période de ponte, pourraient étre des espéces couveuses au lieu de
pondeuses, il n'y a pas de preuve suffisamment forte pour soutenir qu'ils pourraient former des
populations génétiquement distinctes ou isolées. Finalement, seule lI'observation directe de
spécimens couvant des juvéniles fourniraient une preuve définitive de cette hypothese. Les
futurs travaux de recherches devraient se concentrer sur les schémas de reproduction d’un plus
grand échantillon d’O. longicaudum (population algérienne), couvrant une période plus étalée,
afin de confirmer ou d'affirmer I'hypothése.

Concernant 1’ultrastructure du tégument d’H. sanctori, cette étude a mis en évidence la
composition cellulaire des différents tissus dans les différentes parties du tégument. Le
tégument (brun ou blanc) est caractérise par une robustesse assurée par les cellules de soutien.
Les tentacules sont distingués par leurs cellules adhésives, tandis que les podia ont un systéme
duo-glandulaire d'adhésion/désadhésion. Les papilles constituent un mécanisme complexe,
élucide par la présence de cellules sensorielles et d'une intense énervation ce qui le qualifie a
un organe sensorial et pourquoi pas de photorécepteur ! Cependant, des études
d’immunohistochimie avec des anticorps d’opsines appropriés sont nécessaires pour confirmer

ou affirmer cette hypothese.

Malgré les resultats significatifs obtenus, certaines contraintes doivent étre prises en compte.
Par exemple, l'échantillonnage n’a pas été tres concis et a di étre limité sur terrains vu la
conjoncture de la pandémie de CORONAVIRUS 2019, qui nous a contraints a arréter

I’échantillonnage pendant plus de huit mois. Ces limites soulignent I'importance de poursuivre
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I’échantillonnage notamment pour E. sepositus pour confirmer les données de son cycle

biologique par une étude pluriannuelle afin d’affiner et valider les résultats obtenus.
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Tableau S1 : La moyenne des variables calculées pour les gonades d’E. sepositus en fonctions
des mois (de 2014/2015) avec les facteurs environnementaux. LG : longueur de gonades, DG :
diametre de gonades, GSI : I’indice gonadosomatique, T : température.

Mois LG DG GSI (%) Photopériode T (°C) Longueur des Diameter
E M S M M E colonnettes de
spermatogynique lumiére
(mm) (mm)
03-14 22,45 20,07 566 3,72 6,14 536 43093,48 12,65 0,10 0,38
04-14 26,71 1965 7,01 3,62 6,01 9,06 47333,50 16,51 2,05 10,60
05-14 21,73 22,63 580 4,70 6,37 10,42 50883,97 21,85 1,14 6,20
06-14 19,31 29,95 557 544 9,74 10,55 52687,00 26,66 0,07 0,58
07-14 25,33 23,13 6,57 523 1259 11,07 51803,58 33,80 0,05 0,11
08-14 27,89 2579 656 555 8,83 8,92 48680,56 30,86 0,01 0,58
09-14 18,39 21,79 564 4,12 433 811 4472440 27,76 0,01 0,59
10-14 18,77 13,22 459 3,01 201 6,67 40476,00 22,06 0,06 0,06
11-14 17,37 12,89 482 282 453 3,53 36805,53 12,12 0,09 0,29
12-14 19,70 9,95 550 2,56 255 831 34901,32 8,07 0,07 0,34
01-15 18,56 13,29 543 358 328 7,26 35892,26 8,82 0,09 0,34
02-15 18,51 19,81 5,27 3,84 3,70 8,00 39032,71 11,73 0,08 0,42

Tableau S2 : Nombres d’ovocytes par lame en fonctions des mois d’E. sepositus

Mois Nombre d’ovocytes par lame
Mars 104
Avril 66
Mai 81
Juin 61
Juillet 109
Aolt 64
Septembre 41
Octobre 91
Novembre 159
Décembre 110
Janvier 146
Février 100
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Tableau S3 : Paramétres morphométriques d’O. longicaudum. dd : diamétre de disque, AL : longeur de
bras intactes et non regenérés, AW : largeur proximale de bras, IL : longeur de I’interraduis, Lm :
longueur de la madriporite, Wm : largeur de la madriporite, LOF : longueur du bouclier oral, WOF :
largeur du bouclier oral, Lads : longeur du bouclie adorChaque variable représentela moyenne des cing
mesures prises dans le sens des éguits d’une montre. Les nombre rerésentent 1 1’absence (1) ou la
présence (2) des taches blanches sur les plaques ventrales de bras.

N° dd AL AW IL Lm W.m W.m/Lm LOF WOF Lads Tache Zone
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 19,22 78,8 4,25 8,61 2,67 1,85 0,69 3,01 1,70 1,37 1 Stidia
Ouest
2 18,39 100,6 5,17 7,37 2,43 1,81 0,74 2,26 1,62 1,37 1 Stidia
Ouest
3 19,01 99,5 4,56 6,04 2,83 2,09 0,74 2,67 1,66 1,53 1 Stidia
Ouest
4 19,81 155,925 4,67 6,27 2,92 2,17 0,74 2,84 1,78 1,35 1 Stidia
Ouest
5 18,18 75 3,85 5,44 2,79 1,97 0,70 2,39 1,44 1,40 1 Stidia
Ouest
6 2345 109 4,57 7,08 3,31 2,44 0,74 3,06 2,08 1,74 2 Salamandre
7 2342 119,6 4,63 7,53 3,09 1,85 0,60 2,74 1,97 1,45 1 Salamandre
8 23,67 134 4,63 8,82 3,28 2,67 0,81 3,12 2,31 1,78 2 Salamandre
9 2539 120,8 4,98 8,24 3,59 2,52 0,70 3,49 2,34 2,12 1 Salamandre
10 25,61 143,5 4,82 9,47 3,43 2,56 0,75 3,08 2,40 1,49 1 Salamandre
11 2461 125 4,54 7,84 3,69 2,52 0,68 3,44 2,11 1,96 1 Salamandre
12 22,07 1324 4,54 8,04 3,48 2,31 0,66 3,28 1,90 1,77 1 Salamandre
13 2391 1134 4,13 7,32 3,50 2,47 0,71 3,15 1,90 1,72 2 Salamandre
14 24,72 142 4,86 8,53 3,13 2,41 0,77 3,09 2,16 1,53 1 Salamandre
15 21,68 1184 4,17 7,70 2,92 2,03 0,70 2,68 1,78 1,50 1 Salamandre
16 22,52 115,8 4,30 8,06 2,82 2,10 0,74 2,75 1,88 1,52 2 Salamandre
17 2517 128,2 4,66 8,72 3,13 2,49 0,80 2,95 2,28 1,56 1 Salamandre
18 24,98 134,5 4,71 9,13 3,25 2,48 0,76 3,09 2,32 1,56 2 Salamandre
19 22,77 94,5 4,43 8,28 3,35 2,51 0,75 3,10 2,22 1,61 1 Salamandre
20 22,05 127,5 4,65 6,87 2,70 2,30 0,85 2,62 1,92 1,50 1  Stidia Est
21 19,52 75 4,25 5,92 2,64 1,78 0,68 2,31 1,66 1,36 2 Stidia Est
22 22,63 120 4,70 6,84 3,26 2,32 0,71 2,83 1,93 1,40 1 Stidia Est
23 22,96 109,6 4,35 6,94 3,14 2,42 0,77 2,99 2,04 1,27 1  Stidia Est
24 17,84 80 4,19 5,56 2,30 1,76 0,77 2,10 1,63 1,24 1  Stidia Est
25 24,94 122 4,57 7,84 3,34 2,23 0,67 3,01 1,85 1,58 1  Stidia Est
26 22,53 101 4,61 7,84 3,04 2,36 0,78 2,80 1,97 1,53 2  Stidia Est
27 22,01 110 4,47 7,39 2,73 2,35 0,86 2,60 1,92 1,54 2  Stidia Est
28 24,49 1184 4,73 8,84 2,90 2,14 0,74 2,77 1,89 1,40 1 Stidia Est
29 20,85 107,75 4,34 7,75 2,65 1,74 0,66 2,51 1,61 1,53 1 Stidia Est
30 20,78 102 4,47 7,20 2,38 1,93 0,81 2,31 1,68 1,27 2 Stidia Est
31 19,15 92 3,99 8,15 2,27 2,03 0,90 2,10 1,76 1,56 1  Stidia Est
32 20,34 109,4 4,42 7,57 2,89 2,05 0,71 2,71 1,96 1,56 2 Salamandre
33 19,06 98,6 4,21 6,60 2,99 2,33 0,78 2,64 2,01 1,36 1  Salamandre
34 20,13 116,66 4,68 7,98 3,27 2,24 0,69 3,10 2,06 1,28 1 Salamandre
35 14,59 64,2 3,11 5,49 1,97 1,29 0,66 1,80 1,25 1,03 2  Stidia Est
36 21,28 105 4,19 7,08 2,68 2,25 0,84 2,54 2,03 1,46 1  Stidia Est
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37 2312 97 5,07 8,52 3,31 2,31 0,70 3,04 1,79 1,45 1  Stidia Est
38 23,36 119,4 4,60 8,73 3,25 2,17 0,67 2,99 1,95 1,68 2 Stidia Est
39 24,23 84,6 4,60 8,77 3,15 1,96 0,62 3,00 1,78 1,46 1  Stidia Est
40 26,66 107,75 4,65 10,56 3,30 2,92 0,89 2,98 1,87 1,32 1  Stidia Est
41 21,74 102,4 4,33 7,69 3,05 2,12 0,70 2,81 1,60 1,38 2 Stidia Est
42 20,37 85,2 4,40 7,11 2,37 2,05 0,86 2,55 1,85 1,51 1  Stidia Est
43 17,74 73,6 3,49 6,00 1,94 1,78 0,92 1,94 1,58 0,97 1  Stidia Est
44 19,86 90,4 4,04 7,29 2,53 1,63 0,64 2,51 1,67 1,46 1  Stidia Est
45 23,23 106,66 4,52 8,34 2,71 1,98 0,73 2,69 1,77 1,26 2 Stidia Est
46 19,80 100,66 4,51 7,38 2,78 1,90 0,68 2,84 1,82 1,59 2 Stidia Est
47 1441 64 3,10 5,69 1,93 1,52 0,79 1,77 1,29 1,13 2 Stidia Est
48 24,42 111,5 4,42 9,66 2,73 2,14 0,78 2,59 1,97 1,25 1  Stidia Est
49 2341 105,4 4,43 8,95 2,88 2,25 0,78 2,77 2,11 1,35 1  Stidia Est
50 25,44 127 4,75 9,71 3,23 2,33 0,72 3,06 1,93 1,67 2 Stidia Est
51 23,66 108,5 4,31 9,74 2,30 1,69 0,73 2,32 1,67 1,41 1  Stidia Est
52 2521 125 4,55 9,34 3,07 2,02 0,66 2,92 1,75 1,52 1  Stidia Est
53 21,27 92,2 4,22 7,77 3,04 2,08 0,68 3,00 1,77 1,35 1  Stidia Est
54 22,62 105,75 4,27 7,93 2,63 1,86 0,71 2,60 1,78 1,54 2 Stidia Est
55 18,93 92 3,97 6,03 2,43 1,87 0,77 2,33 1,64 1,09 1  Stidia Est
56 17,01 78,6 3,68 6,03 2,32 1,71 0,74 2,13 1,41 1,26 2 Stidia Est
57 1527 62,5 3,15 5,64 1,80 1,28 0,71 1,70 1,24 0,86 1  Stidia Est
58 21,04 95 4,36 7,41 2,90 1,78 0,61 2,69 1,54 1,30 2 Stidia Est
59 14,17 59 3,05 5,59 1,72 1,12 0,65 1,66 1,16 0,92 2 Stidia Est
60 24091 127,2 4,80 9,02 3,57 2,71 0,76 3,35 2,32 1,57 2 Stidia Est
61 25,96 146,8 4,49 10,69 3,24 2,28 0,70 2,86 2,02 1,63 1 Stidia Est
62 23,50 122,8 4,74 9,30 3,32 2,41 0,73 3,13 2,11 1,35 1  Stidia Est
63 22,59 121,75 4,53 8,40 2,66 2,19 0,82 2,53 1,94 1,42 1  Stidia Est
64 2191 102,5 4,14 8,02 3,12 2,27 0,73 2,86 1,82 1,58 2 Stidia Est
65 19,14 95,6 3,94 6,80 2,93 1,99 0,68 2,74 1,76 1,16 2 Stidia Est
66 16,76 75 3,63 5,66 2,09 1,66 0,79 1,82 1,39 1,24 2 Stidia Est
67 21,29 103 4,18 7,08 2,74 1,96 0,72 2,61 1,62 1,45 2 Stidia Est
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Tableau S4 : Stations d’échantillonnages d’Ophioderma sp. C : cluster. C1 : O. africanum, C2:

O. guineense, C3: O. longicaudum, C4: O. hybridum, C5 et 6: O. zibrowii.

Site d’échantillonnage Pays Code Latitude Longitude Cluster N N Total
Dakar Sénégal Dak 14°41'36,3"N  17°26'52,57"0 C1 4 14
c2 10
lles Canaries Espagne Can 28°17'36,8"N  16°37'17,2"0 C3 21 21
lles Madere Portugal Mad  32°45'6,3"N 16°58' 54,2"0 cs/ic2 2 34
C3 32
Algarve Alg 37°0'28,8"N 8°55'27,9"0 C3 18 18
Sagres 37°0'28,18'N  8°56'30,9"0 C3 50 50
Saint Jean de Luz France  SJL 8, 43°24,620N  1°38,751"0 C3 12 12
Cap de Vol Espagne CaV  42°21'13"N 3°11'0,7"E C3 7 7
Cap Oulestrell France 42° 30'5"N 3°7'60"E C3 20 20
La Vesse Mar 43° 20' 28"N 5°15'45"E C3 27 27
Maire island 43°12'54,8'"N  5°19'35,3"E C3 21 21
Cap Caveau 43°15'40" N 5°17'25"E C3 29 29
Porquerolles VsM  43°0'49,7"'N 6°9'33,2"E C3 31 31
Saint-Raphaél 43° 25'12"N 6°51'36"E C3 31 31
Villefranche sur mer 43°41'51,1"N  7° 18'58,0"E C3 32 32
Scandola Cor 42°21'44,7'N  8°33'3,8"E C3 25 25
Tonnara 41°25'53,7"N  9°6'31,6"E C3 9 9
Stidia Algérie  Mos 35°48,968' N 0°0,940'0 C3 50 50
Salamandre 35°55,283"'N 0°3,248' E C3 16 16
Ceuta Espagne Ceu 35°53'5"N 5°19'0"0O C3 1 1
Mghatab Bay Malte Mal 35°57'1,5"N 14°27' 1,0"E C3 17 17
Cres Croatie  Adr 44°56'12,7"N 14°21'415"E C3 8 8
Mljet island 42°44'34,7"N 17°27'29,3"E C3 17 12
Saranda Albanie 39°51'29,6"N  20°0'28,7"E C3 4 4
Gulf of Saronikos Greéce Cre 37°48'10,8"N 23°49'6,1"E C3 4 4
Lygaria Port 35°23'57,6" N 25°01'41,2"E C3 8 26
C5 18
Lygaria 35°24'08,4" N 25°02'02,6"E C3 10 19
C5 9
Gouves 35°20'13,6"N 25°18'189"E  C5 30 30
Elounda 35°15'59,5"N  25°43'49,6"E C3 4 22
C5 18
Agios Nikolaos 35°11'40,8" N 25°43'2,4"E C3 31 32
C5 1
Agios Pavlos 35°06'06,7" N 24°33'47,8"E C3 25 50
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C5 25
lerapetra 35°0'13,1"N  25°44'55"E C3 5 35
C5 30
Symi island Rho 36°38'15,2"N 27°54'38,8"E C3 6 22
C5 16
Rhodes island 36°5'20,6"N  27°36'16,3"E C3 6 27
C5 21
Baths of Aphrodite Chypre  Cyp 35°3'28,2"N  32°21'16,4"E C3 18 50
C6 32
Pernera 35°02'13,8"N 34°03'0"E C6 23 23
Chypre C6 12 12
Ramkine Liban Leb 34°29'48" N 35°45'59,1"E C3 2 30
C6 28
Hannouch 34°15'47,4"N  35°38'36,9'E C3 1 32
C6 31
Beirut 33°55'12"N  35°29'16,4"E C3 3 12
C6 9
Nakoura 33°7'52,9"N 35°7'51,0"E C6 1 1
Raoucheh 33° 53" 35°28'18,5"E C6 2 2
24,28"N
Tabarka Tunisie  Tun 36° 57" 8°45'26,57'E C3 4 4
16,42"N
Kelibia 36°50'44,3"N  11°5'36,85"E C4 4 4
Monastir 35° 36' 10°47'15,70"E C4 5 5
19,72"N
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Table S5 : Matrice de distance Fst calculer par paire de populations contenant plus de 10 séquences sur DNAsp. Cre : Créte, Rho : Rhodes, Cyp :
Chypre, Adr : Adriatique, Mal : Malte, Mar : Marseille, VsM : Ville-frache-Sur-Mer, Cor : Corse, SJL : Saint-Jean-de-Luz, Sti : Stidia, Sal :

Salamandre, CaV : Cap de Vol, Alg : Algarve, Can : Canaries, Mad : Madeéres.

Cre Alg Cyp Rho Sti SJL Can Mad CaVv Mar VsM Cor Mal Adr
Cre 0
Alg 7E-04 0
Cyp 0,006 0,0216 0
Rho 0,006 -0,01023  0,03976 0
Sti 0,008 0,00303  0,03505 -0,01546 0
SJL 0,005 0,00327  0,02577 -0,01196  0,00082 0
Can -0,01 -0,00667  -0,0008 -0,02281 -0,01174 -0,03662 0
Mad 0,013 0,01379  0,00348  0,03029 0,0259 0,03447  0,00083 0
CaVv -0,01 -0,00412  0,00254 -0,01215 -0,01424 -0,00598 -0,02233 0,00388 0
Mar 0,008 0,00317  0,03504 -0,02126 -0,00301 -0,0163 -0,01497 0,03288 -0,00151 0
VsM 0,011 0,00578  0,02474 -0,01511 -0,00205 -0,00485 -0,00474 0,03094 -0,00519 -0,00191 0
Cor 0,014 0,00804  0,02997 -0,01284 -0,00549 -0,00111 -0,00092 0,02895  -0,0004 -0,00464 -0,00812 0
Mal 0,02 0,00519 0,03831 -0,02807 -0,00676 -0,01077 -0,01016 0,04541 -0,00658  -0,0011  0,00358 0,00363 0
Adr -0,01 0,00586 -0,0121  0,01732  0,00659 0,00693 -0,0068 0,01493 -0,00869  0,00841  0,01175 0,00918 0,01863 0
Sal -0 0,0032  0,03325 0 -0,0072 -0,01908 -0,00243 0,03205 -0,00763 -0,00903 -0,00548 -0,01072 0,02339 -0,01622
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Tableau S6. Analyses de variance moléculaire (AMOVA) réalisées sur les données COI d'O. longicaudum entre les groupes définis selon la

géographie et la PCoA. df, degré de liberte.

Source de variation df Somme des Composantes de la % de variation @ p Indece de P
carrés variance Fixation

Basée sur la géographie (1): populations Atlantiques, populations Méditerranéennes

Entre groups 1 2,821 0,006 0,44831 0,00787 0,003  Fcr=0,00448 0,149

Entre populations 13 19,745 0,005 0,33883 Fsc=0,00340 0,127
Fst=0,00787 0,003

Dans les populations 577 777,697 1,348 99,21286

Total 591 800,264 1,359

Basée sur la géographie (2): populations Atlantiques et Algériennes (Stidia et Salamandre), restes des populations Méditerranéennes

Entre groups 1 1,749 0,000 0,01270 0,00518 0,009 Fcr=0,00013 0,415

Entre populations 13 20,818 0,007 0,50550 Fsc=0,00506 0,18
Fst=0,00518 0,009

Dans les populations 577 777,697 1,348 99,48181

Total 591 800,264 1,355

Basée sur la PCoA (3): Maderes, reste des populations Atlantiques et populations Algériennes, Chypre, restes des populations Méditerranéennes

Entre groups 3 8,590 0,016 1,15228 0,01006 0,001 Fcr=0,01152 0,038

Entre populations 11 13,977 -0,002 -0,14600 Fsc=-0,00148 0,512
Fst=0,01006 0,001

Dans les populations 577 777,697 1,348 98,99371

Total 591 800,264 1,362

Basée sur la géographie (4): populations Atlantiques sans Saint-Jean-de-Luz, , populations Méditerranéennes sans Salamandre

Entre groups 1 3,200 0,011 0,80746 0,00613 0,004  Fcr-=0,00807 0,097

Entre populations 8 9,704 -0,003 -0,19457 Fsc-=-0,00196 0,374
Fst=0,00613 0,004

Dans les populations 507 681,320 1,344 99,38711

Total 516 694,133 1,33 1,352
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Figure S1: Couleur de la face dorsale et ventrale du disque (spécimens 1-27) d'O. longicaudum.
Barre d’échelle = 5 mm.
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Figure S2 : Couleur de la face dorsale et ventrale du disque (spécimens 28-54) d'O.
longicaudum. Barre d’échelle = 5 mm.
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Figure S3 : Couleur de la face dorsale et ventrale du disque (spécimens 55-67) d'O.
longicaudum. Barre d’échelle = 5 mm.

203



Figure S4 : A. Différents types de plaques dorsales de bras. Barre d’échelle = 1 mm. C.
Différents types de plaques ventrales de bras. Barre d’échelle = 1,65 mm. Les fléches noires
indiquent les taches blanches.
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Figure S5 : Distribution de la multiplication et de I'épaisseur de la plaque dorsale (DAP), du
type de bouclier radial (Radial shield), le nombre des papilles orales (oral papillae), d'épines de
bras (arm spines), I’espaisseur des plaques ventrales de bras (VAP), la présence des taches
blanche sur les VAP et le type de la limite distale des VAP chez la population d'O.longicaudum.
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Fichier S1. Online Fisher exact test based on Table below

Internet site where the exact test was performed: https://astatsa.com/FisherTest/

Result : Fisher’s Exact Test for Count Data

p-value = 0.5308

alternative hypothesis: two-sided
Conclusion: No significant differences in the distribution of haplotypes among reproductive types.

Table. Distribution of haplotypes among putative brooders and putative spawners (number of
specimens in each cell)
H1 H2 H8 H9 H14 H15 H16 H17 HI18 H26 H27 H30 H32

Putative brooders 5 2 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
Putative spawners 2 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
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