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L oracle de Delphes a déclaré

que de tous les Grecs, j étais le plus sage.

C’est sans nul doute parce que de tous les Grecs
je suis le seul a savoir que je ne sais rien.

Socrate in Platon, Apologie de Socrate
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Recto : Endeis spinosa (gauche) et Colossendeis colossea (droite). Illustration J. Bondroit, F. Champenois in Bouvier (1917).
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I. Les pycnogonides

Lorsque I’on observe a la loupe binoculaire un échantillon du benthos, on est trés vite
frappé de I’agitation qui régne sous 1’objectif. C’est d’autant plus vrai si 1’on se trouve sous les
tropiques : I’ceil se perd parmi la diversité de formes des coquilles, des crabes, des amphipodes,
les couleurs des éponges, des nudibranches, des algues, les motifs des némertes, I’iridescence
des polychetes ou la nage frénétique des copépodes et des ostracodes. Méme 1’oreille n’est pas
en reste, si des crevettes pistolet ou une squille se sont invitées a la danse. Mais au milieu de ce
ballet fou, il y a parfois un danseur bien particulier, a peine visible, aux couleurs ternes, aux

mouvements lents : le pycnogonide (Arthropoda : Pycnogonida Latreille, 1810).

A. Présentation générale

Le nom des pycnogonides vient du grec : mokvdg, puknos : épais, serré et yovv, gonou :
genoux. Mais d’autres auteurs leur ont donné un nom qui correspond mieux a leur
morphologie : Pantopoda, littéralement « tout en pattes » (Gerstracker 1863), est utilisé a
I’origine en Allemagne ou en Russie ; Podosomata, « corps en pattes », est plus rarement utilisé
(Leach 1815) ; « nobodies » (Stebbing 1902) est encore utilisé par les anglosaxons comme un
surnom (e.g. Brenneis et al. 2017), bien qu’ils préferent le plus souvent parler de « sea spiders ».
Tous ces noms dénotent la réduction extréme du corps des pycnogonides au milieu de huit
pattes le plus souvent longues et fines.

Les pycnogonides sont des arthropodes benthiques que 1’on retrouve dans la plupart des
environnements marins : des tropiques aux cercles polaires, de 1’estran aux abysses, et méme

au contact des sources hydrothermales. Ce sont pourtant des animaux méconnus.

1. Caractéristiques morphologiques

Le corps des pycnogonides (fig. 1) est divisé en trois tagmes, la téte, le tronc et

I’abdomen.

La téte est fusionnée avec le premier segment du tronc; I’ensemble est appelé
céphalosome. Il porte a son extrémité antérieure le proboscis, une trompe de forme variable et
plus ou moins mobile, dont la section est le plus souvent tri-radiée (a 1’exception des

Austrodecidae). Le proboscis est constitué de trois antimeres, deux latéraux et un dorsal.
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Figure 1. Morphologie des pycnogonides, avec 1’exemple de Nymphon gracile.

Viennent ensuite trois paires d’appendices céphaliques : les chélifores, composés d’un ou deux
scape(s) et d’une pince chacun (la chela) avec un dactyle mobile et un dactyle immobile ; les
palpes ; les ovigéres, dont les quatre derniers articles forment un strigilis. Le céphalosome porte

aussi en son sommet un tubercule oculaire portant quatre yeux pigmentés.

Le tronc est composé de quatre segments pédiferes (rarement cing ou six), le premier
inclus dans le céphalosome. Les pattes sont portées a I’extrémité d’extensions latérales du tronc,
nommees processus latéraux. Les pattes sont composées de huit articles (coxa 1, 2, 3, fémur,
tibia 1, 2, tarse, propode), en plus d’une griffe terminale principale et parfois de deux griffes

auxiliaires. Les coxae 2 portent les pores sexuels par lesquels le male excréte le sperme, et par
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lesquels la femelle relache ses ceufs. Les fémurs des males portent le plus souvent des glandes

cementaires qui sécrétent le cément servant a agglomérer les ceufs sur les ovigéres.

L’abdomen porte, le plus souvent a son extrémité, un anus.

2. Position phylogénétique au sein des arthropodes

Chélicérates ou groupe frere des cormogonides ?

La position phylogénétique des pycnogonides a été largement débattue et n’est pas
encore tout a fait consensuelle (Dunlop & Arango 2004). Plusieurs hypothéses ont été
proposées : embranchement a part, groupe frére des onychophores ou des pentastomides,
représentants des Cyamidae, « chainon manquant » entre les arthropodes et les annélides,
arachnides aquatiques (notamment en groupe frére des acariens) etc., souvent avec de faibles
arguments morphologiques (voir la revue de Dunlop & Arango 2004). Les pycnogonides ont
été considérés par certains auteurs comme des crustacés (e.g. Krayer 1840), notamment du fait
de la ressemblance entre les larves nauplius et celles des pycnogonides (toutes les deux ayant
trois paires d’appendices) ; mais les plans d’organisation des deux taxons (e.g. antennes et
antennules, pléion et péréion des crustacés) sont irréconciliables (Dunlop & Arango 2004).

Demeurent alors deux hypotheses qui sont encore d’actualité :

(i) les pycnogonides comme chélicérates, en groupe frére des euchélicérates (Xiphosura +
Arachnida) (e.g. Firstman 1973 ; Dencker 1974 ; Winter 1980). Ce regroupement repose sur
une hypothése d’homologie entre la premicre paire d’appendices des pycnogonides et celle des
chélicérates, i.e. entre chélifores et chéliceres (par rapport aux antennes des mandibulates). Les
chélifores ont en effet la méme structure que les chélicéres, et ont une musculature (Dencker
1974) et une innervation (Winter 1980) similaires, mais cette structure peut aussi correspondre
a 1’état plésiomorphe de la premiere paire d’appendices des arthropodes (Manuel et al. 2006 ;
Brenneis et al. 2008 ; mais voir Chen et al. 2004). Un autre bémol a cette hypothese est que le
nombre de paires d’appendices des pycnogonides est supérieur d’une paire au nombre
d’appendices du prosome des chelicérates, a cause des ovigéres. Manuel et al. (2006) montrent
d’ailleurs que les ovigeres ne résultent pas de la duplication d’un segment de la téte, mais sont
les homologues de la premiére paire d’appendices locomoteurs des chélicérates. Mais cette
ambiguite est résolue si I’on admet que le dernier segment péedifere du tronc des pycnogonides
correspond au premier segment de 1’opisthosome (Waloszek & Dunlop 2002). D’autres
caractéres comme la présence d’un septum vasculaire (Firstman 1973) vont dans le sens de cette

hypothese.
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(ii) Les pycnogonides en groupe frére de tous les arthropodes actuels, qui forment alors le
groupe des cormogonides (Zrzavy et al. 1998). Cette hypothése rejette 1’homologie entre
chélifores et chélicéres, et met I’accent sur les nombreuses particularités du groupe par rapport
aux autres arthropodes : proboscis a section tri-radiée, réduction de 1’abdomen, larves
protonymphons, pores sexuels (gonopores) débouchant sur les pattes, ovigeres, appendices
uniramés, diverticules digestives et gonades dans les pattes (e.g. Hedgpeth 1947, 1954, 1955 ;
Bamber et al. 2007b). La principale synapomorphie invoquée pour les cormogonides, & savoir
les pores sexuels sur le tronc plutét que sur les coxae, pourrait étre plésiomorphe car elle est
partagée avec les tardigrades et les onychophores (Dunlop & Arango 2004). Les autres
synapomorphies proposées sont la présence d’un labre et 1’absence de tendons inter-

segmentaires (Dunlop & Arango 2004).

Apports de la phylogénie

Les deux hypothéses ont été testées par des analyses phylogénétiques sur des donnees
moléculaires et/ou morphologiques. L’hypothése des cormogonides est soutenue par les
analyses morphologiques de Zrzavy et al. (1998) ou d’Edgecombe et al. (2000) et les analyses
génétiques de Giribet et al. (2001). Mais 1’ajout des données génétiques chez Edgecombe et al.
(2000) favorise au contraire I’hypothése des euchélicérates, alors que 1’exclusion des taxons
fossiles (et de leur importante proportion de données manquantes) permet a Giribet et al. (2002)
de retrouver les pycnogonides parmi les chélicérates. La plupart des études moléculaires
favorisent 1’hypothése des euchélicérates (e.g. Arango & Wheeler 2007 ; Arabi et al. 2010 ;
Regier et al. 2010 ; Rehm et al. 2011).

Homologie entre chélifores et chéliceres

Le systéme nerveux central des arthropodes est composé de trois paires de ganglions :
le protocérébron, le deutérocérébron, et le tritocérébron (du plus antérieur au plus postérieur).
Les chéliceres des chélicérates, comme les antennes des mandibulates, sont innervées par le
deutérocérébron, tandis que le protocérébron n’innerve aucun appendice chez les arthropodes
actuels. En revanche, certains estiment qu’il innervait chez certains arthropodes du Paléozoique

des appendices frontaux (Budd 2002) qui auraient été perdus chez les groupes actuels.

Or, Maxmen et al. (2005) observent une innervation protocérébrale des chélifores chez

la larve d’Anoplodactylus eroticus, rejetant ainsi I’hypothése d’homologie entre chelifores et
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les premiers appendices (chéliceres et antennes), et soutenant une hypothese originale
d’homologie avec les appendices frontaux. Selon cette hypothése, les pycnogonides auraient
divergé des autres arthropodes avant la perte des appendices frontaux, renforcant la théorie des
cormogonides (voir aussi Budd & Telford 2005). Ces conclusions ont cependant été mises en
doute par le pattern d’expression des génes Hox de la larve d’Endeis spinosa (Jager et al. 2006 ;
Manuel et al. 2006) qui montre une position deutérocérébrale des chélifores. L’étude neuro-
anatomique de Brenneis et al. (2008) sur les larves de plusieurs especes montre par ailleurs que
les ganglions chéliforaux migrent antérieurement au cours du développement, jusqu’a une
position postéro-latérale au protocérébron, ce qui explique I’erreur de Maxmen et al. (2005).
L’homologie entre appendices frontaux et chélifores est donc rejetée. Pour autant, ces résultats
démontrent uniquement 1’homologiec entre chélifores et appendices innervés par le
deutérocérébron, i.e. chélicéres et antennes. Ils ne permettent donc pas de conclure a une

homologie entre chélifores et chélicéres par rapport aux antennes.

Apports de la paléontologie

Cambropycnon klausmuelleri (Waloszek & Dunlop 2002), une post-larve présumée de
pycnogonide du Cambrien supérieur, possede prés de la bouche des structures interprétées
comme des antennes par Waloszek & Dunlop (2002) (fig. 2). Mais cette interprétation est peu
probable du fait de I’existence conjointe de ces organes avec les chélifores. D’autres auteurs

ont envisagé une interprétation en tant qu’appendices frontaux (Chen et al. 2004 ; Dunlop &

ovigere

bourgeon de patte

antenne al?

chélifore

ghathobase

Figure 2. Cambropycnogon klausmuelleri (paratype UB 807, Institut fiir Paldontologie, Universitat Bonn), larve présumée du
Cambrien supérieur (Orsten, Suéde). Barre d’échelle 100 pm. D’aprés Waloszek & Dunlop (2002).
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Arango 2004 ; Manuel et al. 2006) ce qui favoriserait la théorie des cormogonides. Cependant,
d’autres hypothéses ont aussi été proposées, comme les antimeres latéraux du proboscis en
formation (Jager et al. 2006) ou comme organe sensitif (Vilpoux & Waloszek 2003). D’un autre
coté, les gnathobases du fossile (absentes chez les larves actuelles) correspondent a ce que 1’on
retrouve chez les euchélicérates, et favorisent donc I’hypothése des chélicérates (Dunlop &
Arango 2004). L’identification méme de C. klausmuelleri en tant que pycnogonide a été remise
en question (Bamber 2007b), mais les critiques reposent principalement sur 1’absence de ces
structures chez les pycnogonides actuels, qui peut simplement étre expliqguée comme une perte

secondaire (Dunlop & Arango 2004).

Bergstrom et al. (1980) ont également proposé que le telson d’un fossile du Dévonien
inférieur, Palaeoisopus problematicus, qui est lui clairement identifié comme un pycnogonide
adulte du fait de la présence du proboscis et des ovigeres, serait homologue au telson des

xiphosures.

3. Anatomie et traits de vie

Respiration

Les échanges gazeux chez les pycnogonides sont tégumentaires, au travers d’une
cuticule non calcifiée (Arnaud & Bamber 1987). Si les pycnogonides n’ont pas d’organes
respiratoires spécialisés au méme titre que les branchies, les feuillets respiratoires ou les
trachées des autres arthropodes, les pattes semblent toutefois jouer un role particulier (Woods
et al. 2017) : ce sont d’excellentes surfaces d’échanges gazeux grace a leur silhouette souvent
longue et fine qui leur confere un rapport surface/volume élevé. Woods et al. (2017) ont par
ailleurs montré que la concentration en dioxygéne dans 1’hémolymphe formait un gradient
décroissant du tronc vers I’extrémité des pattes. Ce gradient est formé et maintenu par le
péristaltisme des diverticules digestifs dans les pattes, qui génerent un courant unidirectionnel

des pattes vers le tronc.

Nutrition

Les pycnogonides sont souvent considérés comme des ectoparasites ou commensaux
d’animaux sessiles ou lents (coraux, anémones, hydrozoaires, poriféres, bryozoaires,
mollusques, échinodermes, etc.) (Dietz et al. 2018). Quelques cas d’endoparasitisme de
mollusques ont été observés (e.g. Arnaud 1978 ; Miyazaki et al. 2010). Cependant, les
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pycnogonides peuvent aussi étre des prédateurs, notamment d’annélides ou de petits crustaces.
Certaines espéces semblent également se nourrir d’algues, de biofilms microbiens ou de
détritus. Les pycnogonides se servent de leur proboscis pour percer le tégument de leur proie et
en aspirer les tissus, ou pour gober la proie entiere (notamment les petites proies comme les
polypes). Les aliments sont alors fragmentés et filtrés a la base du proboscis, dans le « panier a
huitre », dont les parois sont tapissées de longues soies (Arnaud & Bamber 1987 ; Wagner et
al. 2017). Les chélifores, s’ils sont présents, participent a la prise de nourriture, en permettant
de maintenir la proie en place, voire de la déchiqueter (dans le cas des chélifores positionnés
horizontalement). Les palpes, les papilles, les microtriches et/ou les soies du proboscis ont

probablement un role dans la reconnaissance des proies.

Reproduction et développement

Les pycnogonides sont des animaux gonochoriques (= sexes séparés). Le male féconde
les ceufs quand ceux-ci sortent des pores sexuels de la femelle (fécondation externe) en utilisant
ses ovigeres pour deposer le sperme sur les gonopores (e.g. Callipallenidae) ou bien par contact
direct des pores sexuels (e.g. Pycnogonidae) (Bain & Godevich 2004). Le male récupére ensuite
les ceufs sur les ovigéres, en les portant soit en une seule et unique grappe pour tous les ceufs
(e.g. Pycnogonidae), soit en grappes separées portées chacune par un ovigere (e.g.
Ammotheidae, Callipallenidae, Endeidae, Nymphonidae), soit en plusieurs grappes portées par
les deux ovigeéres a la fois (certains Ascorhynchidae) ; différentes grappes d’ceufs peuvent

provenir de différentes femelles (Brenneis et al. 2017).

La taille des ceufs varie selon la quantité de vitellus (Brenneis et al. 2017). Celle-ci est
tres variable selon les especes, d’ceufs trés pauvres et en grande quantité (> 1000 par ponte ;
Endeidae, Phoxichilidiidae, Pycnogonidae), aux ceufs trés riches mais peu nombreux (~ 100 ;
Callipallenidae, certains Ammotheidae, Nymphonnidae et Pallenopsidae), représentant

respectivement les stratégies r et K (Brenneis et al. 2017).

A T’éclosion de I’ceuf sort généralement une larve protonymphon (fig. 3a). Cette larve a
un tronc non segmenté portant une paire d’yeux dorsaux non pigmentés et les trois paires
d’appendices céphaliques. Les chélifores portent des chelae et une glande sécrétant un filament
adhésif (Arnaud & Bamber 1987 ; Brenneis et al. 2017). Les palpes et les ovigeres sont
unirames et portent une griffe. Le développement de la larve jusqu’a I’adulte est hémi-

anamorphe, c’est-a-dire que la larve connait une période ou de nouveaux segments et
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appendices sont ajoutés lors des mues successives (anamorphose), suivie d’une période ou la
croissance par mue se fait sans ajout de segments ou d’appendices (épimorphose). On distingue
quatre phases dans le développement (Brenneis et al. 2017) : larve (protonymphon typique),
post-larve (protonymphon avec bourgeonnement des pattes, i.e. anamorphose), juvénile (toutes
les pattes présentes, mais le spécimen continue de se développer par épimorphose) et adulte

(sexuellement mature). Brenneis et al. (2017) reconnait cing types de développement (fig. 3b) :

Type 1: la larve s’attache a I’adulte grace a ses filaments adhésifs. Possédant peu de vitellus,
elle se nourrit activement apres une courte phase lécithotrophe et apres avoir quitté le pere au
bout de quelques mues (au plus tard au début du stade post-larvaire). Ce sont souvent des

parasites de cnidaires.

Type 2 : Elle posséde également des filaments adhésifs pour s’attacher a 1’adulte, mais se sert

également activement de ses appendices. Les larves sont principalement lécithotrophes, et

chélifore

(a)

(b)

Figure 3. Larve protonymphon de Nymphon brevirostre, vue dorsale (a) et les cing types larvaires des pycnogonides selon
Brenneis et al. (2017) (b). Les parties grises a ’arriére des larves en (b) correspondent au volume de vitellus. ch:
chélifore ; e : ceil ; ov: ovigére ; pa: palpe; pr: proboscis. Dessin de larve en (a), d’aprés Bogomolova (2007), types
larvaires en (b) d’aprés Brenneis et al. (2017).
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restent donc attachées a 1’adulte jusqu’a la fin du stade post-larvaire. Ce type est prédominant

dans les eaux polaires.

Type 3 : la larve ne possede pas de filaments adhésifs, et ne reste donc pas attachée a I’adulte.
Possédant peu de vitellus, elle se nourrit activement, en parasitant le manteau des bivalves, le

tube des polychetes sédentaires ou les nudibranches.

Type 4 : la larve ne possede pas de filaments adhésifs, et le proboscis est proéminent. L’article
terminal des palpes et des ovigéres est allongé et filamenteux, peut-étre pour faciliter leur
déplacement. Quand la larve rencontre un hote (généralement un polype d’hydrozoaire), elle
pénétre la cavité gastrovasculaire, ou elle se nourrit de son héte, parfois en s’enkystant dans les

tissus.

Type 5 : ’éclosion donne directement une post-larve. Elle reste attachée a 1’adulte au moins

jusqu’au milieu de la phase post-larve. Elle posséde une grande quantité de vitellus.

B. Diversité(s) des pycnogonides

Contrairement a une idée courante, les pycnogonides ne sont pas un groupe homogene
ou monotone, mais présentent une diversité de modes de vie et de morphologies qui est
remarquable au sein des arthropodes. Cette diversité est encore plus flagrante lorsque I’on

considere le registre fossile.

1. Diversité actuelle

Les pycnogonides actuels regroupent 1 403 especes dans 11 familles et 90 genres
(Bamber et al. 2018 et données additionnelles). Toutes ces especes appartiennent a un ordre
unique, les pantopodes (Pantopoda Gerstracker, 1863) (Hedgpeth 1955 ; Waloszek & Dunlop
2002 ; Bamber 2007b). Le groupe présente une grande variabilité morphologique, notamment
au niveau des appendices céphaliques (tableau 1) : les chélifores, les palpes et les ovigeres
peuvent étre présents ou absents d’une famille a I’autre, et étre plus ou moins développés (e.g.
Bamber 2007b). De plus, neuf especes appartenant a trois familles (Colossendeidae,
Nymphonidae, Pycnogonidae) sont dites « polymeres » (e.g. Arnaud & Bamber 1987), c’est-a-
dire qu’elles possédent cing ou six paires de pattes au lieu des quatre généralement observées.
Chez les arthropodes, une telle variation dans le nombre d’appendices ne se retrouve au niveau

ordinal que chez les Chilopodes et Diplopodes. La liste suivante décrit brievement les
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Figure 4. Diversité des pycnogonides. Ammothea sp., Antarctique (a) ; Ammothella exornata, Martinique

(b) ; Nymphopsis muscosa, Papouasie-Nouvelle Guinée (c) ; Ascorhynchus sp., Papouasie-Nouvelle Guinée
(d) ; Eurycyde raphiaster, Martinique (e) ; Austrodecus stocki, Madagascar (f) ; Pallenoides amazonica, Guyane
(9) ; Austropallene cornigera, Antarctique (h) ; Colossendeis cf. macerrima, Canal du Mozambique (i) ; Endeis
sp., Papouasie-Nouvelle Guinée (j) ; Nymphon cf. australe, Antarctique (k) ; Pallenopsis schmitti, Martinique (1) ;
Anoplodactylus sp., Papouasie-Nouvelle Guinée (m) ; Pycnogonum sp. 1, Martinique (n) ; Pentapycnon geayi,
Martinique (o) ; Rhynchothorax crenatus, Martinique (p). Toutes les barres d’échelle a 1 mm. Photos T.Y. Chan,
L. Corbari, Z. Duris, M. Eléaume, C. Gallut, R. Sabroux, S. Soubzmaigne ; ©OREVOLTA-IPEV 1124, ©MNHN
— La Planéte Reuvisitée.

différentes familles reconnues par Bamber (2007b), Bamber et al. (2018) et Sabroux et al.

(2017), et I’Annexe 1 donne la liste de toutes les especes :

Ammotheidae (fig. 4a-c)

C’est la famille la plus riche en espéces et en genres parmi les pycnogonides, avec 22
genres et 299 especes. Sa répartition est mondiale et eurybathique, mais seuls quelques genres
sont couramment collectés: les Achelia et Tanystylum sont de petits pychogonides au corps
discoidal dont la répartition est mondiale ; les Ammothella sont courants en mers tempérées ou
sous les tropiques ; les Ammothea sont plutot restreints a 1’hémisphére sud (sauf quelques
localités dans le Pacifique et une espéce introduite dans la Manche et la lagune de Venise
(Bamber 2012)), et sont particulierement diversifiés en Antarctique ; les Nymphopsis sont
surtout courants sur les littoraux tropicaux. Certains genres sont le plus fréqguemment trouvés a

de grandes profondeurs (e.g. Cilunculus, Sericosura).

Description : possedent le plus souvent des chélifores (scape mono- ou bi-segmenté), chelae le
plus souvent réduites a un manchon au stade adulte. Palpes présents, 4 a 9 articles. Ovigéres a
10 articles, strigilis avec quatre articles inégaux. Spinulation du strigilis absente ou a
organisation lache, jamais en rangée. Griffe terminale généralement absente. Proboscis
piriforme, généralement mobile. Pores sexuels ventraux, sur paires de coxae 2, des pattes 3 et

4 ou 1 a4 chez les males, toujours 1 a 4 chez les femelles.

Régime alimentaire tres diversifié (Dietz et al. 2018) ; types larvaires le plus souvent de type 1
ou 2, parfois 3 ou 4 (fig. 3b ; Brenneis et al. 2017).

Ascorhynchidae (fig. 4d-e)
Les Ascorhynchidae sont répartis dans huit genres et regroupent quelques 115 espéces.

IIs sont majoritairement représentés par les Ascorhynchus, qui ont une distribution mondiale et
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eurybathique ; et les Eurycyde, que 1’on trouve sous les tropiques ou dans les mers du nord de
I’Europe. Les autres genres sont rarement capturés, et ne sont représentés que par quelques

espéces a la répartition limitée.

Description : possédent des chélifores (scape mono- ou bi-segmenté), chelae le plus souvent
réduites a un manchon au stade adulte ; palpes présents (7 a 9 articles), ovigeres a 10 articles.
Strigilis possédant quatre articles subégaux avec deux rangées d’épines composées, griffe
terminale généralement présente. Le proboscis est piriforme et tres mobile, voir au bout d’un
pédoncule (Eurycyde). Pores sexuels ventraux, sur les coxae 2 des pattes 1 a 4 chez les deux

SEXES.

Les Ascorhynchidae sont notamment de grands prédateurs de mollusques (Dietz et al. 2018) ;
le développement larvaire n’est connu que chez Nymphonella tapetis. Cette espéce présente des

larves de type 3 (fig. 3) qui parasitent la cavité palléale de certains bivalves (Dietz et al. 2018).

Austrodecidae (fig. 4f)

Les Austrodecidae regroupent 58 espéces dans deux genres, Austrodecus et
Pantopipetta. La plupart des espéces sont restreintes a I’hémisphére sud, mais une espéce est
enregistrée dans 1’ Atlantique Nord (Stock 1991a). Cette famille est souvent considéerée comme
divergente du fait de sa morphologie trés particuliére, notamment au niveau de son proboscis
(e.g. Arango & Wheeler 2007). Les genres Austrodecus et Pantopipetta différent avant tout par
la structure de leurs ovigeres, ainsi que par leur bathymétrie (respectivement au-dessus et en
dessous de 2000 m de profondeur, le plus souvent) (Child 1994b).

Description : chélifores absents, palpes de 5 a 9 articles. Ovigeres présents chez les deux sexes,
réduits de 1 a 6 articles (Austrodecus) et developpés avec strigilis a quatre articles subégaux et
une rangée d’épines composées (Pantopipetta). Proboscis pipettiforme, souvent annelé, a

section bilatérale. Pores sexuels sur les coxae 2 (nombre de 1 a 4 chez les deux sexes).

On a observé Austrodecus utiliser ce proboscis particulier pour s’introduire dans les
hydrotheques et gonotheques des hydroides, ou dans les pores des bryozoaires (Dietz et al.
2018). On ne connait pas leur cycle de vie, et aucun ceuf n’a jamais été retrouvé sur un spécimen

adulte.
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Callipallenidae (fig. 4g, h)

Les Callipallenidae regroupent 152 especes dans 18 genres. Ils ont une répartition
mondiale, et sont eurybathiques. Le genre Callipallene est le plus répandu, les autres genres
ayant généralement une répartition plus restreinte : par exemple, les Austropallene sont
principalement trouvés dans I’océan Austral ; les Pallenoides ont une répartition tropicale ; et
les Meridionale ne se trouvent que dans 1’hémisphére sud. La diversité du groupe repose
principalement sur la présence ou non d’une griffe terminale aux ovigeres, sur la présence et le
nombre d’articles des palpes et sur les différentes formes que peuvent prendre les épines du
strigilis. Certaines especes (e.g. Austropallene cornigera) possédent des chélifores parmi les

plus imposants du groupe.

Description : possedent des chélifores (scape mono-segmenté), chelae développées, parfois
massives. Palpes toujours absents chez les femelles, présents chez les méles de certains genres
(1 a 4 articles). Ovigeéres présents chez les deux sexes, a 10 articles, strigilis a quatre articles
sub-égaux avec une rangée d’épines composées, voire spatulées. Griffe terminale présente ou
non. Proboscis piriforme et immobile. Pores sexuels ventraux sur les coxae 2 des pattes 3 et 4

ou 1 a4 chez les méles, 1 a4 chez les femelles).

Des Callipallenidae ont été observés en train de se nourrir sur des hydrozoaires, des bryozoaires
et des annélides (Dietz et al. 2018) ; les larves sont toutes de type 5 (fig. 3b ; Brenneis et al.
2017).

Colossendeidae (fig. 4i)

Les Colossendeidae regroupent 106 espéces dans sept genres. lls incluent la plupart des
especes géantes (e.g. Colossendeis colossea). Le genre Colossendeis est le plus diversifié (72
especes). Il est principalement trouve a de grandes profondeurs (> 300 m) et en Antarctique.
Les Rhopalorhynchus, plus petits, sont courants en milieu tropical A moindre profondeur (entre
0 et 300 m).

Description : chélifores absents, a ’exception des Decolopoda et Dodecolopoda (le dactyle des
chelae est alors dorsal). Palpes de 8 a 9 articles, ovigeres a 10 articles. Strigilis formé de quatre
articles sub-égaux, portant des champs d’épines simples et composées. Griffe terminale
présente. Proboscis cylindrique ou piriforme, mobile chez certaines espéces. Pores sexuels

ventraux sur les coxae 2 des pattes 1 a 4 chez les deux sexes.
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Les Colossendeidae se nourrissent d’une grande diversité de cnidaires, mais ont aussi été
observés en train de se nourrir sur des mollusques, des annélides ou sur le film microbien.
Aucun ceuf ni aucune larve n’ont jamais €té observés ; le cycle de vie est donc inconnu, malgré

I’abondance des collectes.

Endeidae (fig. 4j)
Les Endeidae sont une famille monotypique regroupant 20 espéces distribuées sur
I’ensemble du globe, a toutes les profondeurs.

Description : Chélifores et palpes absents. Ovigéres a sept articles, strigilis mal défini avec des
articles inégaux. Spinulation faible, épines simples. Pas de griffe terminale. Proboscis
cylindrique, peu mobile. Pores sexuels ventraux sur les coxae 2 des pattes 1 a 4 chez les deux

SEXes.

Des soies a I’extrémité du proboscis permettent de détecter les sources de nourriture (Dietz et
al. 2018) ; les Endeidae sont essentiellement détritivores, mais certaines especes ont aussi été
observées en train de se nourrir sur des cnidaires. Larves de type 1 (fig. 3b; Brenneis et al.
2017).

Nymphonidae (fig. 4Kk)
Les Nymphonidae regroupent 282 espéces dans six genres. Avec ses 266 especes, le
genre Nymphon est trés largement prédominant, les autres genres n’étant représentés que par

une a neuf espéces. Les Nymphon ont une distribution mondiale et a toutes les profondeurs.

Description : Chélifores présents, scape mono-segmenté, chelae développées, souvent hérissées
de dents. Palpes présents, a cing articles. Ovigeéres a 10 articles chez les deux sexes, strigilis a
quatre articles sub-égaux portant une rangée d’épines composées. Griffe terminale présente.
Proboscis piriforme, peu mobile. Pores sexuels ventraux sur les coxae 2 des pattes 3 et 4 ou 1

a 4 chez les males, 1 a 4 chez les femelles.

Les Nymphonidae ont une large diversité de proies (cnidaires, bryozoaires, annélides,
mollusques, crustacés...) (Dietz et al. 2018). Les larves sont variables, de type 1, 2 ou 5 (fig.
3b ; Brenneis et al. 2017).
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Tableau 1. Quelques éléments de diversité morphologique chez les pycnogonides actuels.

Types
Famille Chélifores Ovigéres ,Gland?s larvaires
cementaires
connus
Ammotheidae | TIoSentS: 1,2,3,4
réduits
Ascorhynchidae Pr’eser_lts, 3
réduits
Austrodecidae Absents ?
Seulement LEllts
chez souvent
Callipallenidae Présents certains présentes, 5
males pores peu
................................................................. développés
Colossendeidae Absents Absentes
Endeidae Absents Absents s 1
seulement
ooy IR
Nymphonidae 9T STl 1,2,5
pores peu
développés | |
. Présents,
Pallenopsidae roduits 5
Phoxichilidiidae Absents le S 4
plus souvent | seulement
Absents le seulI:rileest ou
Pycnogonidae plus Absents e Absentes 1
souvent completement
absents ..........
Rhynchothoracidae | Absents Présents
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Pallenopsidae (fig. 4l)
Les Pallenopsidae regroupent 85 espéces dans deux genres: les Pallenopsis (64
espéces) sont associés a des environnements moins profonds (généralement bien au-dessus de

500 m) que les Bathypallenopsis (21 especes, jusqu’a des profondeurs supérieures a 1000 m).

Description : Chelifores présents. Palpes réduits a un manchon. Ovigeres a 10 articles, strigilis
avec quatre articles inégaux, pas de spinulation ni de griffe terminale, présence de nombreuses
soies. Proboscis cylindrique, peu mobile. Pores sexuels ventraux sur les coxae 2 des pattes 3 et
4 0ulad4chez les méles, 1 a4 chez les femelles.

Des Pallenopsidae ont été observés en train de se nourrir sur des coraux, des méduses et des
détritus (Dietz et al. 2018) ; les larves sont de type 5 (fig. 3b ; Brenneis et al. 2017).

Phoxichilidiidae (fig. 4m)

Les Phoxichilidiidae regroupent 168 espéces dans quatre genres. lls sont trés
majoritairement représentés par les Anoplodacytlus (144 espéces) qui ont une répartition
mondiale et se trouvent a toutes les profondeurs. Ils sont une composante particulierement

importante de la pycno-faune cétiére tropicale (Hedgpeth 1948).

Description : Chélifores présents, palpes absents ou rarement réduits a un manchon. Ovigéres
de 6 a 8 articles, strigilis réduit a deux ou trois articles, sans spinulation ni griffe terminale.
Proboscis cylindrique, peu mobile. Pores sexuels ventraux sur les coxae 2 des pattes 1 a 4 chez

les deux sexes).

Régime alimentaire trés diversifié ; les larves sont toutes de type 4 (fig. 3b ; Brenneis et al.
2017).

Pycnogonidae (fig. 4n, 0)

Les Pycnogonidae regroupent 77 especes dans trois genres (Pycnogonum, Pentapycnon,
Pycnopallene). C’est le groupe des pycnogonides « trapus », leur nom signifiant littéralement
« genoux épais, noueux » (nom repris de maniere assez inadéquate pour désigner la classe
entiére). Les Pycnogonum, principaux représentants du groupe (73 espéces), ont une répartition
mondiale et eurybathique. Curieusement, Pentapycnon, un genre polymeére, se trouve en

Antarctique (deux especes) ou dans les Caraibes (une espece). Le genre Pycnopallene n’est
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connu que d’un spécimen capturé sur les cotes de Sumbawa (Indonésie), dont le statut reste
controversé (Loman 1908 ; Stock 1950).

Description : Chélifores et palpes généralement absents. Ovigeres a 4-9 articles seulement chez
les méles, voire complétement absents dans les deux sexes (sous-genre Nulloviger). Proboscis
piriforme, peu mobile. Pores sexuels sur les coxae 2 des pattes 4, ventraux chez les males,

dorsaux chez les femelles.

Les Pycnogonidae sont souvent associés aux pieds d’anémones, dont ils percent le tégument
avec leur proboscis pour se nourrir (Dietz et al. 2018). Les larves, de type 1, sont également des

parasites de cnidaires (fig. 3b ; Brenneis et al. 2017).

Rhynchothoracidae (fig. 4p)

Les Rhynchothoracidae regroupent seulement 19 espéces dans un seul genre
(Rhynchothorax). Cette famille contient les plus petites especes, certaines faisant moins d’1 mm
d’envergure. Ces pycnogonides sont psammophiles ou interstitiaux (Arnaud & Krapp 1990), ce

qui les rend d’autant plus difficiles a collecter.

Description : Chélifores absents. Palpes présents, 4 a 6 articles. Ovigéres a 10 articles chez les
males, 9 chez les femelles. Strigilis formé de 5 articles sub-égaux caractéristiques, portant des
épines composees et une griffe terminale. Proboscis piriforme. Pores sexuels ventraux, sur les

coxae2 des pattes 4.

Des spécimens ont déja été observés en train de se nourrir sur des hydrozoaires ou des

bryozoaires. On ne connait pas leur cycle de vie ; aucun ceuf n’a été trouvé a ce jour.

2. Diversité fossile

Du fait de la faible minéralisation de leur cuticule et de leur fragilite, les pycnogonides
sont rarement retrouvés dans le registre fossile, et jamais en dehors des sites a conservation
exceptionnelle, les Konservat-Lagerstatten. Onze espéces et environ 130 spécimens ont été
recensés entre le Cambrien supérieur (500 MA, millions d’années) et le Jurassique moyen (160

MA). lls proviennent de cing gisements différents (fig. 5).
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Cambropycnon klausmuelleri Palaeomarachne granulata Haliestes dasos
Orsten, Cambrien supérieur Lac william, Ordovicien supérieur ! Herefordshire, Silurien supérieur
(500 Ma) {450 Ma) (425 Ma)
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Figure 5. Les 11 especes fossiles de pycnogonides décrites (a) et les Konservat-Lagerstétten dont ils proviennent
(b). Le site de Solnhofen est également indiqué (voir chapitre 1).
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Fossiles d’Orsten (Suéde), Cambrien supérieur, 500 MA

Cambropycnogon klausmuelleri (fig. 2) est le seul fossile de pycnogonide décrit du Cambrien.
Son statut en tant que pycnogonide est discuté (Bamber 2007b). Le fossile porte certains
caracteres de stades post-larvaires (type 1, fig. 3b), incluant trois paires d’appendices (dont deux
paires homéomorphiques et une paire de chélifores), une bouche terminale, un bouclier
céphalique mal défini et une seule paire d’appendices allongés sans différenciation des articles,
correspondant aux bourgeons de la premiere paire de pattes (Waloszek & Dunlop 2002 ;
Brenneis et al. 2017). La présence de bourgeons au niveau de la bouche, ainsi que des
gnathobases représentent des caractéres inédits chez les pycnogonides. Jager et al. (2006)
proposent d’interpréter les bourgeons comme les antimeres latéraux du proboscis en
développement, tandis que Vilpoux & Waloszek (2003) suggérent qu’il puisse s’agir d’organes
sensitifs.

Fossiles du lac William (Manitoba, Canada), Ordovicien supérieur, 450 MA

Le seul pycnogonide fossile connu du continent américain, Palaeomarachne granulata,
ne présente ni proboscis ni ovigeres, ce qui rend son identification problématique, mais cette
absence laisse penser que ces fossiles pourraient étre des restes de mues, dont seule la partie
dorsale aurait été conservée (Rudkin et al. 2013). Cela correspond bien au type de mue des
pycnogonides, qui s’ouvre selon une ligne de suture frontale. Les fossiles présentent la
particularité d’avoir une téte segmentée, a la différence des autres pycnogonides (y compris
fossiles) pour lesquels la téte est formée d’un seul segment fusionné au premier segment

pédifere (le céphalosome) (fig. 1 ; tableau 2).

Fossiles d ‘Herefordshire (Angleterre), Silurien inférieur, 425 MA

Seul Haliestes dasos a été retrouvé sur ce site (Siveter et al. 2004). Le fossile présente
les caractéristiques d’un pycnogonide, i.e. ovigéres et proboscis. Il differe fortement des especes
actuelles par ses pattes composées d’articles sub-égaux et aplatis, avec des franges de soies qui
sont interprétées comme une adaptation a la nage (Siveter et al. 2004 ; tableau 2). Le spécimen
type a été détruit pour la reconstruction 3D, mais celle-ci n’a pas permis de trancher avec

certitude sur la segmentation de I’abdomen ou la structure des processus latéraux.
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Fossiles d ‘Hunsriick (Rhénanie, Allemagne), Dévonien inférieur, 400 MA
La faune fossile d’Hunsriick est la plus riche en pycnogonides, avec cing espéces
décrites. 1l s’agit d’une faune cotiere de faible profondeur, dont le fond se trouvait juste en

dessous de la base des vagues (Rust et al. 2016).

Palaeoisopus problematicus est I’espéce la plus abondante et la plus connue, avec au
moins 57 spécimens recensés (Bergstrom et al. 1980). L’espéce fut originellement interprétée
comme un isopode, en inversant son axe antéro-postérieur : I’abdomen était alors confondu
avec une téte articulée, et la région de la téte avec un pléon mal défini (Hedgpeth 1978). Des
observations plus précises ont ensuite révélé la présence d’un proboscis et d’ovigeres. Ces
caracteres sont aussi observés chez Flagellopantopus blocki (Poschmann & Dunlop 2006) et
Palaeopantopus maucheri (Bergstrom et al. 1980), tandis que seul le proboscis est clairement
observé chez Palaeothea devonica (Bergstrom et al. 1980), et que Pentapantopus vogteli n’a
conservé aucun de ces caractéres, mais possede un habitus typique (chélifores, palpes, corps
réduit, pattes longues a huit articles + griffe) (Kuhl et al. 2013). Les fossiles portent de
nombreux caracteres absents chez la faune moderne (tableau 2), selon des combinaisons

diverses.

Fossiles de La Voulte-sur-Rhéne (Ardeche, France), Jurassique moyen, 160 MA

Le site de La Voulte-sur-Rhéne provient d’un milieu profond a faible luminosité
(Charbonnier et al. 2007a, b). Trois espéces de pycnogonides ont été décrites:
Palaeopycnogonides gracilis, Colossopantopodus boissinensis et Palaeoendeis elmii. Ces
fossiles présentent tous trois un proboscis, mais des ovigeres ne sont observables que chez C.
boissinensis. 1ls présentent des pattes cylindriques avec des articles différenciés, et 1’absence
d’anneaux sur les processus latéraux. L.’abdomen n’est pas observable sauf chez P. elmii, chez

qui il est fortement réduit et non segmenté.

Interprétations du registre fossile

La différence entre la faune moderne et les fossiles du paléozoique (surtout I’abdomen
segmenté de ces derniers) a poussé Hedgpeth (1955) a distinguer deux ordres, I’un
correspondant aux especes actuelles (Pantopoda), et I’autre au seul fossile connu alors, P.
maucheri (Palacopantopoda), caractérisé par la segmentation de I’abdomen (mais ce caractére

n’est probablement pas apomorphique, comme le suggerent Waloszek & Dunlop 2002). Par la
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suite, Hedgpeth (1978) intégre aux Palaeopantopoda P. problematicus et P. inconspicua (ce
dernier étant en vérité un crustacé ; Bergstrom et al. 1980). Jusqu’a trois ordres uniquement
fossiles sont finalement proposés, incluant ces fossiles ainsi qu’Haliestes dasos
(Palaesopantopoda, Palaeoisopoda, Nectopantopoda ; Bergstrom et al. 1980 ; Bamber 2007b).
Waloszek & Dunlop (2002) placent la larve C. klausmuelleri en groupe frére de tous les autres
pycnogonides (actuels et fossiles), qu’ils regroupent dans les Eupycnogonida caractérises par
la perte des « antennes » et la réduction des gnathobases. Le statut de P. granulata n’a pas été
discuté, mais la segmentation de sa téte, supposée plésiomorphe, le différencie clairement des

Pantopodes et des autres pycnogonides (Rudkin et al. 2013).

Tableau 2. Quelques caractéres des pycnogonides fossiles et actuels.

Caractéres A Articles des Processus
\ Téte . Abdomen
Especes pattes latéraux
C. klausmuelleri ? ? ? ? L
P. granulata Segmentée ? Simples ? S
H. dasos Fusionnée | Plats subégaux | Simples? Segmente ? | 2
— =
P. maucheri Fusionnée Cyllpdrlqy,es Annelés Segmenté o
@ différenciés S
g P. problematicus | Fusionnée | Plats subégaux Annelés Segmenté =
N : N . ? (voi .| ?(voi :
8 | P. vogteli Fusionnee | Plats subégaux (voir chap (voir chap
T 1) 1) o
- Cylindriques | ? (voir cha Segmente, 3
F. blocki Fusionnée ynangu ' - avec un S
différenciés 1) =
flagelle =
1 1 [a
P. devonica Fusionnée QyI!ndrlqyeS Simples ? ?
différenciés ?
. S Cylindriques . n
P. gracilis Fusionnee différenciés Simples :
1 i [3+]
C. boissinensis | Fusionnge | CYlindriques Simples ? 3
différenciés =
P. elmii Fusionnée | CYlindriques Simples Fusionné 3
différenciés o
Faune moderne Fusionnee CY"?d”q!{eS Simples Fusionné
différenciés

Bergstrom et al. (1980) sont les premiers a mentionner un pycnogonide fossile «a
I’habitus moderne » (tubercules dorso-médians, proboscis piriforme, chelae réduites comme
chez les Ammotheidae et les Ascorhynchidae), P. devonica, qu’ils placent parmi les Pantopoda,
bien que les caractéres diagnostiques qu’ils reconnaissent eux-mémes (pattes cylindrigues,

abdomen réduit) ne sont pas observables sur le spécimen. D’autres fossiles paléozoiques sont
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aussi considérés comme « modernes » par leurs descripteurs, ou par des auteurs ultérieurs
(Bamber 2007b ; Kuhl et al. 2013) : P. vogteli, pour son abdomen réduit et ses cinqg paires de
pattes (comme certaines especes modernes), mais les auteurs reconnaissent des affinités
alternatives avec Haliestes dasos, pour ses pattes aplaties; F. blocki, pour ses pattes
cylindriques et I’absence d’anneaux sur les processus, mais malgré son abdomen segmenté et

son flagelle. Dans tous les cas, les relations avec la faune moderne restent inconnues.

En cela, les fossiles de La Voulte-sur-Rhéne (Charbonnier et al. 2007b) constituent une
importante nouveauté : ces fossiles possédent toutes les caractéristiques des pantopodes (méme
si I’abdomen n’est pas conserve pour deux des trois especes) et surtout présentent des affinités
fortes avec les espéces modernes. Charbonnier et al. (2007b) et Bamber (2007b) ont méme
proposé d’assigner ces fossiles a des familles actuelles. Contrairement a Charbonnier et al.
(2007b) qui les placent dans trois familles: Ammotheidae (ou Pycnogonidae) pour P. gracilis,
Endeidae pour E.elmii et Colossendeidae pour C. boissinensis, Bamber (2007b) intégre les trois
fossiles dans la famille Endeidae, du fait de 1’absence des appendices céphaliques, et crée a
1’occasion une nouvelle sous-famille (temporaire selon ses propres termes), les Paleoendeinae.
Un hiatus de 250 MA sépare les fossiles du Paléozoique (Dévonien inférieur, 400 MA) et ceux

du Mésozoique (Jurassique moyen, 160 MA).

3. Relations phylogénétiques

Monophylie des pycnogonides et des pantopodes

La monophylie des pycnogonides a été tres largement acceptée depuis la description du
taxon, grace aux nombreuses autapomorphies du groupe : proboscis ovigeres, pores sexuels
coxaux (mais voir Zrzavy et al. 1998 sur ce dernier point). Les différentes études sur les données
moléculaires (Arango 2002, 2003 ; Arango & Wheeler 2007 ; Nakamura et al. 2007 ; Arabi et
al. 2010) (tableau 3) ont toutes confirmé la monophylie des pycnogonides.

La monophylie des pantopodes pose plus de problémes: le principal caractére
diagnostique, I’abdomen réduit, est peut-étre partagé avec certains fossiles considérés comme
non pantopode par Bamber (2007b), comme Haliestes dasos (Siveter et al. 2004) ; et aucune
¢tude n’a démontré que les autres caractéres diagnostiques (pattes cylindriques, absence
d’anneaux sur les processus latéraux ; Bergstrom et al. 1980 ; Munilla 1999 ; Waloszek &
Dunlop 2002 ; Bamber 2007b) étaient autapomorphiques. Les analyses phylogénétiques
intégrant des fossiles (e.g. Siveter et al. 2004 ; Arango & Wheeler 2007) donnent toutes les
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pantopodes paraphylétiques, mais avec de faibles soutiens. En outre, la préservation des
fossiles, et en particulier de certains caractéres clefs (e.g. ’abdomen), ne permet qu’un codage
tres incomplet des caractéres fossiles.

Tableau 3. Les analyses phylogénétiques portant sur les pycnogonides.

Marqueurs Marqueurs Caracteéres Spécimens | Méthodologie
nucléaires mitochondriaux | morphologiques
Arango . .
(2002) - - 45 38 Parcimonie
Arango Parcimonie,
(2003) 18S, 28S - 45 15 ML
Arango & Parcimonie,
Wheeler 18S, 28S, H3 12S, 16S, CO1 78 63 optimisation
(2007) directe
Nakamura
etal. 18S - - 36 ML, IB
(2007)
Arabi et
al. (2010) 18S, 28S 12S, 16S, CO1 - 35 ML, IB

Monophylie des familles

Le nombre de familles reconnues par les auteurs a largement évolue avec le temps
(tableau 4), jusqu’a ce que Bamber (2007b) propose la classification reprise sur Pycnobase et
WOoRMS (Bamber et al. 2018) et utilisée ici. Parmi les références originales, Bouvier (1923)
reconnait par exemple neuf familles, alors que Sars (1891) et Hedgpeth (1947) en reconnaissent
huit. Fry (1978) propose jusqu’a 30 familles sur la base du coefficient général de similarité de
Gower (1971).

Les critéres utilisés pour ces classifications portent le plus souvent sur des caractéres
restreints aux appendices cephaliques (notamment leur présence ou leur absence) et quelques
caractéres sexuels (présence et forme des pores cémentaires, position des pores sexuels). Mais
la labilité de ces caracteres pourrait expliquer les désaccords. Elle se traduit dans certains cas
par I’existence de taxons avec une combinaison de caractéres retrouvés chez des familles
morphologiquement trés différentes, des « formes intermédiaires » selon Hedgpeth (1947) : par
exemple, les Pallenopsis partagent avec les Callipallenidae des ovigéres a 10 segments, avec
les Phoxichilidiidae des tubes cémentaires fémoraux prononcés et une téte qui se prolonge au-
dessus du proboscis, et avec ces deux familles a la fois la réduction des palpes. La separation

des familles Ammotheidae et Ascorhynchidae est également une question récurrente, car elles
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Tableau 4. Evolution de la classification de pycnogonides au travers de quelques exemples.
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partagent des chelae réduites, la présence de palpes, des ovigeres a 10 articles, mais se

distinguent par la spinulation des ovigéres (plusieurs rangées de denticules chez les

Ascorhynchidae, contre une spinulation lache chez les Ammotheidae) et le dimorphisme sexuel

des ovigeres des Ammotheidae.

Les quelques études phylogénétiques (fig. 6, tableau 3) apportent des éléments de

réponse. Ainsi, cing familles sont retrouvées monophylétiques dans toutes les topologies

publiées, avec d’excellents soutiens : Austrodecidae, Colossendeidae, Endeidae, Pallenopsidae

et Pycnogonidae. Cependant, quelques difficultés demeurent :

Les Phoxichilidiidae sont retrouvés paraphylétiques des lors que Phoxichilidium est
inclus dans I’analyse, celui-ci se retrouvant alors en groupe frére des Pycnogonidae
(Arango & Wheeler 2007). Mais les représentants de ce genre étant rares, aucune autre
¢tude n’a permis de tester a nouveau sa position phylogénétique.

Le clade [Nymphonidae + Callipallenidae] est trouvé monophylétique dans les analyses
avec une grande diversité de marqueurs et de taxons (Arango & Wheeler 2007 ;
Nakamura et al. 2007 ; Arabi et al. 2010), mais les relations au sein de ce groupe restent
obscures en 1’absence de nceuds soutenus dans la plupart des analyses. Arabi et al.
(2010) suggerent la paraphylie des Callipallenidae avec de forts soutiens.

Toutes les topologies montrent la paraphylie des Ammotheidae (incl. Ascorhynchidae) ;
les Ascorhynchidae sont retrouvés monophylétiques, mais la monophylie des
Ammotheidae reste incertaine : ils sont trouvés paraphylétiques avec de forts soutiens
par Arango & Wheeler (2007) du fait de 1’inclusion de Rhynchothorax, avec de faibles
soutiens par Nakamura et al. (2007), et monophylétiques avec de faibles soutiens par
Arabi et al. (2010).

Le genre Rhynchothorax se place au sein des Ammotheidae dans Arango & Wheeler
(2007), et comme groupe frére des Pycnogonidae dans Nakamura et al. (2007). Ces
animaux étant rarement collectés, seules trois séquences sont disponibles pour ce taxon
(Histone H3, 18S et 28S), ce qui n’est pas suffisant pour conclure quant a sa position

phylogénétique.
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Figure 6. Topologies obtenues par Arango & Wheeler (2007), Nakamura et al. (2007) et Arabi et al. (2010). Les
noms entre guillemets correspondent a des taxons paraphylétiques dans la topologie.
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Relations interfamiliales

Plusieurs auteurs ont utilisé des caractéres supposés diagnostiques pour proposer une
classification supra-familiale (e.g. Bouvier 1923 ; Bamber 2007b). Mais ces caractéres, et en
particulier les appendices céphaliques, sont présents ou absents selon presque toutes les
combinaisons imaginables, empéchant la formulation d’une unique classification intuitive. De
ce fait, aucune de ces classifications n’a été reprise de maniére durable. Hedgpeth (1947)
considérait méme que la phylogénie des pycnogonides ne pouvait pas étre représentée par un

arbre, mais par un « buisson » (i.e. non dichotomique ; fig. 7).

Plusieurs auteurs ont proposé une histoire évolutive des pycnogonides en supposant une
tendance a la réduction progressive des appendices céphaliques au cours du temps. Selon ces
hypothéses, qui reposent souvent sur une vision gradiste de I’évolution, les formes possédant
tous les appendices céphaliques seraient les plus « primitives », alors que les formes
dépourvues de tout appendice, comme les Pycnogonidae et les Endeidae, seraient les plus
« évoluées » (Hedgpeth 1955 ; Stock 1994 ; Munilla 1999). Mais encore une fois, les « formes
primitives » et les chemins évolutifs de réduction progressive varient d’un auteur a 1’autre :
Hedgpeth (1955) proposait les Nymphonidae, tandis que Stock (1994) leur préférait les
Ammotheidae (fig. 7). Bouvier (1910 ; 1923) proposa de son c6té que les pycnogonides étaient
issus de quatre ordres (Ascorhynchomorphes, Colossendeidomorphes, Nymphonomorphes,
Pycnogonomorphes) qui provenaient des pycnogonides « primitifs » polyméres qui auraient
subi une réduction du nombre de pattes au cours de 1’évolution. Bouvier (1910) prédisait
d’ailleurs la découverte d’un Ascorhynchomorphe décapode, mais un tel pycnogonide n’a pas
encore été découvert. Cette vision gradiste de 1’évolution des pycnogonides a été abandonnée,
mais 1’idée d’une réduction progressive du nombre d’appendices céphaliques a persisté (e.g.
Munilla 1999). Les études récentes n’apportent cependant que peu d’informations sur les
relations supra-familiales chez les pycnogonides : seul un regroupement entre Ammotheidae,
Ascorhynchidae, Callipallenidae, Endeidae, Nymphonidae, Pallenopsidae et Phoxichildiidae a
été retrouvé a la fois dans des analyses sur les données mitochondriales et nucleaires (Arabi et
al. 2010), bien que le résultat soit peu robuste. Les autres relations interfamiliales restent non
résolues en 1’absence de soutien fort et de répétition entre les analyses (Arango & Wheeler

2007 ; Nakamura et al. 2007 ; Arabi et al. 2010) (fig. 6).
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Il. Enjeux
A. Pourquoi étudier les pycnogonides ?

L’étude des pycnogonides souffre d’un faible intérét de la part des scientifiques, qui
considerent souvent le taxon comme un groupe « aberrant», voire anecdotique. Ainsi,
Hedgpeth (1947) présentait les pycnogonides comme « an anomalous class or subphylum of
marine arthropods, unknown except by name to most of zoologists. They are of no economic
importance to man, and of little discernible significance in the natural order of things. ». Et R.
N. Bamber d’ajouter : « If all the pycnogonids on Earth were to vanish tomorrow, | would be
one of the five organisms left who gave a damn. » (Horton et al. 2015). Le groupe connait
néanmoins un regain d’intérét ces dix derniéres années, du fait de leur position clef au sein des
arthropodes. Par exemple, en tant que seul représentant des chélicérates a présenter une larve
marine a trois paires d’appendices (a I’instar des larves nauplius des crustacés), ils peuvent
apporter de précieux indices sur le développement larvaire des premiers arthropodes (Brenneis
et al. 2017) ; et ils constituent un groupe modeéle possible pour étudier les réarrangements du
génome mitochondrial, du fait de leur fréquence et de leur diversité (Arabi et al. 2010, 2012).

Dans ce contexte, le Muséum national d’Histoire naturelle (MNHN) peut se prévaloir
d’avoir une importante collection de pycnogonides, aussi bien de spécimens historiques, que

collectés lors des expéditions récentes: La Planéte revisitée (Indo-Pacifique et Caraibes)

(https://www.mnhn.fr/fr/recherche-expertise/lieux/planete-revisitee),  Tropical = Deep-Sea
Benthos (Indo-Pacifique) (https://www.mnhn.fr/fr/recherche-expertise/lieux/tropical-deep-sea-
benthos) ou Antarctiqgues (CEMARC, POKER, REVOLTA). Cette collection, variée

géographiquement et taxonomiquement, est idéale pour étudier la diversité du groupe et son

histoire évolutive.

B. Objectifs

Ma thése s’articule sur trois volets qui permettent de décrire la biodiversité présente et
passee du groupe, ainsi que son histoire évolutive : (i) la description de fossiles a une période
charniére de I’évolution des pycnogonides ; (ii) les relations phylogénétiques au sein et entre
les grandes lignées ; et (iii) la biodiversité actuelle du taxon et notre faible connaissance de
celle-ci. Elle s’appuie sur des outils de la systématique moderne, notamment de visualisation

(outil photographique et traitement informatique des images), de sequencage ADN (NGS, Next
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Generation Sequencing) et d’estimation de la biodiversité (ABGD, EstimateS ; Puillandre et al.
2012 ; Colwell et al. 2013), ainsi que sur la diversité des spécimens rapportés des expéditions
organisées par le MNHN. Cette approche pluridisciplinaire vise a mettre en avant les
pycnogonides comme un groupe d’intérét majeur pour 1’étude de la biodiversité et 1’évolution
des métazoaires marins, avec 1’espoir que ces recherches servent de pivot pour lancer de

nouvelles pistes d’étude sur ce taxon.

1. Faune fossile du Jurassique supérieur

La ressemblance frappante entre les taxons modernes et mésozoiques et le hiatus de 250
MA qui sépare les fossiles du Hunsriick (Paléozoique) et de La VVoulte-sur-Rhéne (Mésozoique)
laissent penser que les pantopodes se sont diversifiés durant le hiatus Dévonien-Jurassique suite
a D’extinction de la faune non pantopode (Charbonnier et al. 2007b). Cette hypothése est
corroborée par les arbres phylogénétiques, qui montrent une branche trés longue entre la
séparation des pycnogonides des autres arthropodes et I’ancétre commun des pantopodes
actuels. Les données moléculaires suggérent une origine récente des pantopodes par rapport a
I’émergence des pycnogonides, et une diversification rapide des pantopodes au niveau familial
laissant peu de temps pour I’installation d’autapomorphies (notamment moléculaires) (Arabi et

al. 2010).

Cependant, la faune de pantopodes mésozoiques se limite pour I’instant aux trois
espéces décrites de La Voulte-sur-Rhone (Jurassique moyen). Il s’agissait probablement d’un
milieu profond, aphotique ou dysphotique (Charbonnier et al. 20073, b, 2009). A I’inverse, les
faunes plus anciennes comme celle de Hunsriick (Dévonien inférieur) suggérent un milieu
moins profond (moins de 100m) (Rust et al. 2016). Pour savoir si la différence entre les faunes
mésozoique et paléozoique correspond a une veritable transition, et non pas a une restriction
des pantopodes aux eaux profondes dans le registre fossile, il était nécessaire de montrer que
les pantopodes du Jurassique sont également présents et diversifiés dans les eaux moins
profondes. A ce titre, les fossiles non décrits de Solnhofen en Baviére (Waloszek & Dunlop
2002 ; Dunlop & Bechly 2015), qui proviennent d’environnements peu profonds autour de
lagons du Jurassique supérieur en Europe (Tithonien, ~150 MA ; Barthel et al. 1990)
représentaient un matériel d’étude tout a fait remarquable. Leur faible préservation a toutefois
nécessité le développement d’outils photographiques facilitant la visualisation et

I’interprétation des quelques structures conservées. Dans un premier chapitre, nous présentons
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I’approche de microtopographie, qui nous a permis d’identifier des structures difficilement
décelables a I’ceil nu, et ainsi de mettre en évidence les affinités entre la faune de Solnhofen et

les taxons actuels.

2. Relations phylogénétiques entre et au sein des familles

La phylogénie des pycnogonides n’a pas fait I’objet de nouvelle étude depuis Arabi et
al. (2010). Les relations entre les différentes familles de pycnogonides, et au sein des familles,
restent donc en grande partie irrésolues. Les donnees sur la morphologie (Arango 2002 ; Arango
& Wheeler 2007) ont apporté peu d’informations, notamment du fait de I’importante quantité
de caracteres portés par les appendices céphaliques, responsables des hauts niveaux
d’homoplasie (Arango & Wheeler 2007 ; Bamber 2007b) et dont 1’absence a parfois empéché
le codage d’autres caractéres liés (7% de données non applicables chez Arango & Wheeler
2007). Peu de marqueurs moléculaires sont actuellement disponibles pour 1’étude des
pycnogonides, les analyses les plus importantes intégrant six marqueurs (trois nucléaires, trois
mitochondriaux) (Arango & Wheeler 2007 ; Arabi et al. 2010). De plus, les données
moléculaires disponibles ne sont pas toujours de bonne qualité, avec des erreurs liées a un
nettoyage insuffisant, des contaminations ou la présence de séquences chimériques (Bamber
2007b ; Arabi et al. 2010). Enfin, rares sont les analyses phylogénétiques prenant en compte les
inversions du biais de composition en base des genes mitochondriaux, un phénoméne connu
pour favoriser les artefacts de reconstruction en raison des changements convergents des
contraintes mutationnelles (Hassanin et al. 2005 ; Hassanin 2006 ; Arabi et al. 2010, 2012).
Dans un deuxiéme chapitre, nous montrons qu’une analyse phylogénétique utilisant seulement
les séquences de I’extrémité 5° du géne de la premiére sous-unité de la cytochrome c oxydase
(CO1) et du gene de la sous-unité ribosomique 18S (18S), ainsi qu’un échantillonnage
taxonomique riche, permettent de retrouver la monophylie des Ammotheidae avec un fort
soutien, & condition d’identifier au préalable les éventuels problemes de composition en base
dans les marqueurs mitochondriaux (CO1). En revanche, I’utilisation de ces deux marqueurs
apporte trés peu de signal pour résoudre les relations interfamiliales, du fait de la saturation
mutationnelle du gene mitochondrial COL1 et du faible pouvoir résolutif du géne nucléaire 18S

a cette échelle.

Pour répondre a ces problemes, nous avons réalisé, comme détaillé dans le troisieme

chapitre, ’assemblage du génome mitochondrial de 103 spécimens (pour 9 des 11 familles
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connues) grace a un séquencage shotgun de type Illumina et un multiplexage des échantillons.
Cette approche a été¢ menée en s’appuyant sur le fait que les molécules d’ ADNmt sont présentes
en tres grandes quantité dans les extraits d’ADN. L’alignement des génomes mitochondriaux
garantit une importante quantité de caractéres informatifs pour les phylogénies car son
évolution est connue pour étre beaucoup plus rapide que le génome nucléaire (Pisani et al.
2013). De plus, ces nouvelles séquences nous permettent d’apporter un nouveau regard sur
I’évolution du génome mitochondrial en étudiant plus précisément le lien entre les changements

de composition en bases et les réarrangements génomiques.

3. Une biodiversité actuelle méconnue

La diversité des pycnogonides reste encore largement a découvrir, comme le suggére
I’absence de saturation sur la courbe du nombre d’espéces cumulées depuis 1762 (fig. 8).
Appeltans et al. (2012) ont d’ailleurs estimé qu’il existe entre 2486 et 3557 especes de
pycnogonides, ce qui représente 177 a 253% des espéces actuellement décrites.
Malheureusement, les experts se font rares, et le rythme des descriptions est retombé a un niveau
tres faible, comparable a la période 1881-1937 (fig. 8), c’est-a-dire avant I’arrivée de la
génération qui a le plus développé la taxonomie moderne du groupe (e.g. J. W. Hedgpeth, J. H.
Stock, C.A. Child, F. Arnaud, R. N. Bamber, F. Krapp). Autant dire que s’il y a eu un age d’or

de la taxonomie des pycnogonides (1938-1996 ; fig. 8), celui-ci semble révolu.

Notre connaissance de la diversité des pycnogonides est notamment limitée par des biais
géographiques dans 1’échantillonnage et la collecte des pycnogonides. La faune la mieux
étudiée est de loin celle d’Antarctique : étant I’un des premiers groupes décrit de 1’océan
Austral, les pycnogonides en sont devenus un groupe emblématique (cf. le logo de Census of
Antarctic Marine Life). Ils sont par ailleurs nettement plus « visibles » dans 1’océan Austral, du
fait qu’ils y sont collectés en grande quantité (Arnaud & Bamber 1987), et qu’il existe un grand
nombre d’espéces de grande taille (plusieurs centimétres d’envergure), voire geantes (en
particulier chez les Colossendeidae, avec un record de 70 cm d’envergure pour un Colossendeis
colossea des collections de la Smithsonian Institution ; Arnaud & Bamber 1987). Enfin, la
curiosité pour la faune Antarctique a été renforcée par la présence de sept des neuf
especes polymeres (Bouvier 1910 ; Arnaud & Bamber 1987). Les pycnogonides sont ainsi
traditionnellement considérés comme un taxon phare de la biologie marine antarctique, et le

nombre d’études sur des espéces ou groupes d’espéces antarctiques sont Iégion : en génétique
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Figure 8. Courbe d’accumulation des espéces de pycnogonides décrites depuis 1762. Sont montrés le nombre de
descriptions par année (histogramme, échelle de gauche) et la courbe d’accumulation d’espéces (courbe, échelle
de droite). Les deux pics les plus importants sont signalés par une fleche : (1) Hoek (18814, b) et les spécimens du
Willem Barents et du Challenger (26 espéces décrites), Dohrn (1881) et sa monographie des pycnogonides du
golfe de Naples (18 especes), et Wilson (1881) et les spécimens rapportés par le Blake des cotes des Etats-Unis (5
especes) ; (2) principalement Stock (1991b, c) et ses rapports sur les spécimens des expéditions Tropical Deep-
Sea Benthos du MNHN, ex-Musorstom en Nouvelle-Calédonie (37 espéces) et Nakamura & Child (1991) et leur
inventaire des environs du Japon (20 espéces décrites). Les cing aires du graphique (séparées par une ligne en
pointillé) correspondent a des périodes de temps durant lesquelles le nombre de descriptions a été relativement
stable (& I’ceil d’apreés la courbe d’accumulation) ; a chaque fois, le nombre moyen d’espéces décrites durant cette
période est indiqué. Les cing années surlignées en orange correspondent aux « cing années dorées » des
pycnogonides (1991-1995), au cours desquelles 199 especes de pycnogonides ont été décrites, i.e. 14,2% de la
faune connue actuellement (en moyenne 39,8 espéces par an !). Les données sont extraites de Pycnobase (Bamber
etal. 2018) et complétées par des noms non référencés. Seules les espéces valides sont prises en compte, les années
de description sont celle de I’autorité.

des populations (e.g. Arango et al. 2011 ; Soler-Membrives 2017 ; Collins et al. 2018), en
taxonomie intégrative (e.g. Krabbe et al. 2010 ; Dietz et al. 2013 ; Weis et al. 2014 ; Dietz et al.
2015), en physiologie (Lane et al. 2017). Au final, ce sont quelques 268 espéces de
pycnogonides qui sont connues de 1’océan Austral (Munilla & Soler-Membrives 2009, 2015,
Cano & Lopez-Gonzalez 2013), soit 19,1% de la faune totale décrite. Cependant, si les
pycnogonides antarctiques ont cette réputation d’étre bien connus (Hedgpeth 1948), ce sont en
fait seulement les formes géantes et abondantes qui ont été massivement collectées et étudiées.
Au final, le corpus d’espéces ayant fait 1’objet d’études variées est assez faible. Colossendeis
megalonyx, Nymphon australe et Pallenopsis patagonica sont les especes les plus étudiées (e.g.
Weis et al. 2014 ; Dietz et al. 2015 ; Soler-Membrives et al. 2017). Mais 1’ Antarctique recéle
aussi des especes plus rares ou plus petites, par exemple chez les Anoplodactylus ou les

Rhynchothorax (Child 1995a, b), dont nous savons bien peu de choses. En quittant le cercle
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polaire antarctique, la situation devient treés différente : les populations sont rarement denses et
les espéces sont de plus petites tailles (Arnaud & Bamber 1987 ; Stock 1986) ; la diversité
taxonomique et la biologie des especes y sont trés peu connues. La faune Nord Atlantique a
bénéficié d’un effort historique plus important (e.g. Wilson 1878 ; Child 1994b, 19954, b), qui
a permis de décrire de nombreuses especes en Europe et en Amérique du Nord. De méme dans
les régions tropicales, I’Atlantique Ouest tropical a la réputation d’avoir été bien exploré
(Hedgpeth 1948 ; Stock 1986), alors que les autres régions, telles que 1’Indopacifique et les
cotes ouest africaines, restent encore trés peu connues. Pourtant, de nombreuses nouvelles
especes ont recemment été découvertes au Caraibes (Child 2004 ; Mller & Krapp 2009) et nos
connaissances sur la répartition des especes sont encore tres limitées. Dans un quatrieme et
dernier chapitre, nous nous appuyons sur les collectes réalisées en Martinique (Petites Antilles
Francaises) durant 1’expédition Madibenthos pour mettre a I’épreuve le niveau de connaissance
des pycnogonides de I’ Atlantique Ouest tropical, décrire la diversité des pycnogonides cotiers

martiniquais et estimer la diversité encore a découvrir autour de 1’ile et dans les Caraibes.
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Contexte du projet

Jusqu’a maintenant, les phylogénies portant sur les pycnogonides n’ont jamais inclus la
dimension temporelle, puisque les fossiles du groupe ne pouvaient pas étre utilisés comme
points de calibration, soit en raison de leur importante divergence morphologique avec les
espéces actuelles (fossiles paléozoiques), soit du fait de leur incomplétude, empéchant ainsi leur
assignation taxonomique (fossiles mésozoiques). Pour résoudre ce probléme, nous souhaitions
a I’origine analyser plus en détail les fossiles décrits de La Voulte-sur-Rhdne, en se servant du
CT-scan de la plateforme AST-RX (e.g. Clément et al. 2012 ; Audo et al. 2014) afin de mettre
en évidence des structures potentiellement déterminantes (ovigeres, pores sexuels, etc.) pour
tester les hypothéses de Charbonier et al. (2007b). Cependant, ces spécimens ont été entre-
temps retirés des collections du Muséum (rapportés a La Voulte-sur-Rhéne pour raisons

juridiques), nous empéchant de mettre en ceuvre ce projet.

Suite a un entretien avec Sylvain Charbonnier (MNHN), impliqué dans le projet
d’origine, nous avons appris qu’un pycnogonide fossile de Solnhofen avait été étudié au Natural
History Museum (Londres) par Jason Dunlop (Museum fiir Naturkunde, Berlin) en 2006 sans
que cela aboutisse a une publication. Bien que mal préserveé, ce fossile a pu livrer quelques
détails cruciaux grace a I’approche de microtopographie développée par Denis Audo (Yunnan
University, Kunming). Nous sommes ensuite partis a la recherche d’autres fossiles qui
reposaient dans deux autres Muséums en Allemagne (Jura-Museum, Eichstatt et Staatliches
Museum flir Naturkunde, Stuttgart). La richesse de ces collections, leurs caractéres typiques
des pantopodes et leur complémentarité avec la faune de la VVoulte-sur-Rhéne nous ont incités

a proposer une description de cette faune.

Solnhofen

Solnhofen est probablement 1’un des Konservat Lagerstatten les plus connus avec
Burgess et Ediacara, notamment pour 1’emblématique holotype d’Archaeopteryx lithographica
Mayer, 1861 (Barthel et al. 1990), aujourd’hui conservé au Natural History Museum. Solnhofen
se trouve en Baviére (Allemagne), au sud du Jura franconien, entre Nuremberg et Munich (fig.
5). 1l s’agit en vérité de plusieurs sites dans la région du village de Solnhofen, dont le site de
Solnhofen proprement dit, et d’autres sites tels que Eichstitt ou Nusplingen. La géologie de la

région est caractérisée par ses Plattenkalke, nom désignant en allemand des couches de calcaire
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Figure 9. Une carriére de Solnhofen au début du XX® siécle. Remarquez la stratification continue, caractéristique des
Plattenkalke. D’aprés Viohl (1996).

épaisses et continues sur de grandes distances (jusqu’a plusieurs kilométres) (fig. 9). La roche
des Plattenkalke est utilisée par I’homme depuis le Néolithique, et les Romains y creuserent les
premiéres carriéres. Les découvertes accumulées depuis des siécles expliquent la grande
richesse des collections de Solnhofen, malgré une faible densité de fossiles in situ (Barthel et
al. 1990).

Les fossiles de Solnhofen sont des vestiges de I’Europe du Jurassique supérieur
(Tithonien, ~ 150 MA), alors qu’elle formait un vaste archipel tropical (fig. 10). Celui-Ci
présentait de nombreux lagons peu profonds (30-60 m) relativement isolés de la mer et des
courants de la Téthys. Les fonds de ces lagons étaient donc probablement stagnants, et la forte
évaporation aurait favorisé la production d’un milieu hypersalin, impropre a la vie (Barthel et
al. 1990) notamment celle des charognards, ce qui a probablement facilité la fossilisation (fig.
11). Les spécimens fossilisés étaient au moins pour une partie d’entre eux parautochtones,

vivant sur les récifs coralliens ou les monticules de poriferes (Viohl 1996), méme si quelques
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Figure 10. L’Europe au Jurassique supérieur (Tithonien, ~150 MA), avec position de Solnhofen. Les contours des
frontieres politiques actuelles sont indiqués par un trace gris. ©2012 Colorado Plateau Geosystems.

apports de I’océan ne sont pas a exclure (Barthel et al. 1990). On suppose que les spécimens
fossilisés étaient emportés de leur habitat par de rares tempétes, qui les entrainaient dans les
fonds toxiques ou ils mouraient (Barthel et al. 1990 ; fig. 12). Les traces en spirale retrouvées
prés de certains fossiles ont méme saisi dans le calcaire la réaction de panique due au choc
toxique (Barthel et al. 1990).

Figure 11. Habitats marins dans la région de Solnhofen entre le Kimméridgien supérieur et le Tithonien inférieur. 1 :
récifs coralliens ; 2 : fonds durs colonisés d’éponges, d’algues et d’octocoralliaires ; 3 : fond meuble ; 4 : eaux de
surface moins salines que les fonds de lagons ; 5 fonds stagnants hypersalins. Modifié d’aprés Viohl (1996).
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Figure 12. Théorie de Barthel et al. (1990) sur I’arrivée des spécimens de Solnhofen dans les fonds de lagons
hypersalins et la formation du Plattenkalk. Les spécimens fossilisés sont transportés depuis leur habitat vers les
fonds de lagon par d’importantes tempétes (a). Les corps sont enfouis dans les sédiments. Ceux-ci s’accumulent
lentement et se stratifient du fait du faible apport en eau de 1’océan et de 1’évaporation dans les lagons (b). Les
fleches dans 1’eau indiquent les transports de sédiments ; les fléches dans I’air indiquent 1I’évaporation et les
précipitations. Modifié d’aprés Barthel et al. (1990).

Les fossiles sont aussi bien ceux d’organismes terrestres, comme les « reptiles »
(lacertiens, rhynchocéphales, dinosaures, ptérosaures, crocodiliens), insectes, arachnides,
plantes vasculaires, que d’organismes marins tels que les « poissons » (chondrichtyens,
actinoptérygiens), «crustacés » (cirripedes, malacostracés, ostracodes), mollusques
(céphalopodes, gastéropodes, bivalves), annélides, bryozoaires, cnidaires, échinodermes,
éponges (Barthel et al. 1990)... De chélicérates marins, on ne connaissait jusqu’a maintenant

que des limules, dont le genre Mesolimulus.

Plusieurs fossiles de Solnhofen ont été identifiés comme des pycnogonides ; pourtant,
la majorité de ces identifications étaient inexactes : au moins deux fossiles, Pentapalaeopycnon
inconspicua Hedgpeth, 1978 et Pycnogonites ucinatus Quenstedt, 1852, ont éte originellement
fossiles non décrits étiquetés « pycnogonides » sont aussi dans la méme situation (e.g. spécimen
JME-SOS 6289 du Jura-Museum, Eichstétt ; fig. 13). Ces fossiles sont le plus souvent des
décrits a tort comme des pycnogonides (Bergstrom et al. 1980 ; Dunlop et al. 2015) ; d’autres
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Figure 13. Morphologie d’un phyllosome (larve de langouste) (a), et le fossile JME-SOS 6289 (Jura Muséum,
Eichstéatt), un phyllosome fossile originellement identifié comme un pycnogonide (b). L’emplacement supposé de la
téte du fossile en (b) de son vivant est indique par des tirets, et les fleches mettent en évidence les appendices biramés.
La photo a été modifiée (saturation et contraste) pour mieux faire ressortir le fossile. Dessin de phyllosome d’aprés
Brusca & Brusca (2003). Photo D. Audo.

fossiles de phyllosomes (larves de Palinuridae) dont la téte a été perdue (fig. 13a), leur donnant
ainsi ’aspect d’un animal au corps réduit portant quatre ou cing paires de pattes. Ces « faux
pycnogonides » peuvent souvent étre détectés grace a leurs appendices biramés (fig. 13).
D’autres fossiles de pycnogonides ont été cités (Waloszek & Dunlop 2002 ; Dunlop & Bechly

2015) mais n’avaient pas encore été décrits.

Enjeux et implications

Les fossiles de Solnhofen revétent un intérét tout particulier pour comprendre
I’évolution des pycnogonides puisqu’ils représentent la deuxiéme faune fossile mésozoique
connue pour le groupe. Elle n’est postérieure que d’environ 10 MA a la faune de La Voulte-
sur-Rhone (Charbonnier et al. 2007b), mais s’en distingue par un environnement moins
profond : en supposant que les fossiles soient parautochtones, ils devaient vivre sur les bords
des lagons, c’est-a-dire & seulement quelques dizaines de métres de profondeur tout au plus. Le
fait que seuls des pantopodes soient trouvés a La Voulte-sur-Rhéne et a Solnhofen indique que
les pantopodes étaient déja majoritaires parmi les pycnogonides, voire en étaient les seuls

représentants, comme aujourd’hui.

En montrant qu’au contraire la plupart des fossiles paléozoiques n’étaient probablement

pas des pantopodes, nous suggérons qu’une importante transition de faune s’est produite entre
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le Dévonien (derniere faune Paléozoique, celle d’Hunsriick) et le Jurassique (Mésozoique) en
lien avec un évenement évolutif majeur (extinction massive ?). Compte tenu de la diversité déja
importante des familles actuelles dans les deux faunes jurassiques, on peut proposer que cet

éveénement soit a I’origine d’une radiation des pantopodes.
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ABSTRACT

Sea spiders (Pycnogonida) are strange arthropods characterized by an original morphology,
including reduced body, egg-carrying appendages and a proboscis. This peculiar body plan
dates at least as early as the first undoubted occurrence of the group, 425 million years ago. All
extant species belong to the order Pantopoda, well characterized by cylindrical legs and
unsegmented abdomen. Paleozoic fossils are much more diversified, and exhibit features very
different from pantopod morphology such as segmented abdomen, limbs specialized to swim
or even flagellum. The few Mesozoic fossils from the single Jurassic palaeoenvironment of La
Voulte-sur-Rhdne (south-eastern France) have instead strong affinities to Pantopoda.

Here, we investigate the morphology of nine sea spider fossils using a new photographic
protocol to put in evidence volumes in fossils, combining focus stacking and differential
colorization. We describe two new species of fossil pycnogonids from the Late Jurassic of
Solnhofen (southern Germany): Colossopantopodus nanus n. sp. is closely allied to a large
species from La Voulte-sur-Rhéne, but distinct by its smaller size; the other, ?Eurycyde golem
n. sp., is the first known fossil representative of the extant family Ascorhynchidae. Seven
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additional specimens, too poorly preserved for a taxonomic description, are illustrated. The
comparisons reveal that the shallow lagoons of Solnhofen contained a diverse assemblage of
pantopods. Altogether with the fauna of La Voulte-sur-Rhéne, the results suggest that
Pantopoda became the dominant pycnogonid taxon of both deep and shallow marine waters

after the Jurassic.

Keywords: Pycnogonida — Ascorhynchidae — Colossendeidae — Late Jurassic — Solnhofen —

Konservat-Lagerstatte

INTRODUCTION

Sea spiders (Arthropoda: Pycnogonida)
represenat c. 1,400 extant species, occurring
in all marine environments at any depth
(Bamber et al. 2018). Their fossil record
(fig. 1) is attested at least as early as the Late
Silurian (c. 425 Ma) (Siveter et al. 2004) but
could date back to the Late Ordovician (c.
450 Ma) (Rudkin et al. 2013) or Late
Cambrian (c. 500 Ma) (Waloszek & Dunlop
2002). Sea spiders are considered as an early
offshoot of chelicerates (sister-group of
Euchelicerata, i.e. horseshoe crabs and
arachnids) (Brusca & Brusca 2003; Regier et
al. 2010) but are treated as a separate
subphylum of arthropods by some authors
(Hedgpeth 1948; Dunlop & Arango 2005).

Extant pycnogonids are morphologically
quite diverse, with variation in the number of
appendages, including walking legs (from 8
to 12) and cephalic appendages — an
uncommon trait among arthropods. They
possess also several highly derived
morphological characters: walking legs
containing part of the reproductive and
digestive systems; proboscis for suction
feeding; reduction and loss of segmentation
of the abdomen. Besides, in most of families,
males take care of the fertilized eggs on their
specialized ovigerous legs (Arnaud &
Bamber 1987). All extant sea spiders belong

to the order Pantopoda Gerstacker, 1863, a
group of benthic crawlers, rather bad
swimmers, predators of sessile and slow-
moving  metazoans (e.g.  cnidarians,
bryozoans, molluscs, echinoderms) (Dietz et
al. 2018).

Paleozoic sea spiders exhibit even higher
morphological diversity. The Early Devonian
species of the Hunsriuck slate (c. 400 Ma;
Germany) are the most remarkable example,
since they witness a large panel of
morphologies in a single environment (fig. 1)
from the flat-legged swimming sea spiders,
like Palaeoisopus problematicus Broili,
1928, to long-legged walkers, like
Palaeopantopus maucheri Broili, 1929, and
Flagellopantopus blocki Poschmann &
Dunlop, 2006. Pentapantopus vogteli Kihl,
Poschmann & Rust, 2013 may have the
characteristic reduced abdomen of extant
fauna, whereas P. problematicus and P.
maucheri exhibit respectively a 5- and 3-
segmented abdomen.
Flagellopantopus blocki bears a long caudal
flagellum. Finally, P. problematicus was
large up to 40 cm of leg-span, while
Palaeothea devonica Bergstrom, Stirmer &
Winter, 1980, was not exceeding one
centimetre  (Bergstrom et al. 1980;
Poschmann & Dunlop 2006; Kuhl et al.
2013). Some of those original morphological
features, including paddling legs, are shown
in the older Haliestes dasos Siveter, Sutton,

52



Chapitre 1. Fossiles de Solnhofen (Baviére, Allemagne)

7\

L/ —

La Voulte-su

250 Ma hiatus

53



Chapitre I. Fossiles de Solnhofen (Baviere, Allemagne)

<« Figure 1. Fossil pycnogonids described in the
literature (including this article), their origin, and
the number of known specimens. Orsten, Sweden
(Late Cambrian, ¢. 500 Ma), Cambropycnogon
klausmuelleri Waloszek & Dunlop, 2002 (larva),
six specimens; William Lake Lagerstatte,
Manitoba, Canada (Late Ordovician, c. 450 Ma),
Palaeomarachne granulata Rudkin, Cuggy,
Young & Thompson, 2013, four specimens;
Herefordshire (Early Silurian, c. 425 Ma),
Haliestes dasos Siveter, Sutton, Briggs & Siveter,
2004, one specimen; Hunsriick slate (Early
Devonian, c. 400 Ma), Hul: Palaeoisopus
problematicus Broili, 1928, at least 57 specimens,
Hu2: Palaeopantopus maucheri Broili, 1929,
three specimens, Hu3: Palaeothea devonica
Bergstrém, Sturmer & Winter, 1980, one
specimen, Hu4: Flagellopantopus  blocki
Poschmann & Dunlop, 2006, one specimen, Hu5:
Pentapantopus vogteli Kiihl, Poschmann & Rust,
2013, two specimens; La Voulte-sur-Rhéne
(Middle  Jurassic, c¢. 160 Ma), VI1:
Colossopantopodus  boissinensis  Charbonnier,
Vannier & Riou, 2007, one specimen, V2:
Palaeoendeis elmii Charbonnier, Vannier & Riou,
2007, two specimens, V3: Palaeopycnogonides
gracilis Charbonnier, Vannier & Riou, 2007, c. 50
specimens; Solnhofen (Late Jurassic, c. 145 Ma),
S1: ?Eurycyde golem n. sp., one specimen, S2:
Colossopantopodus nanus n. sp., one specimen.

Briggs & Siveter, 2004 from the Lower
Silurian Herefordshire Lagerstatte (c. 425
Ma; United Kingdom) (Siveter et al. 2004).
Palaeomarachne gra nulata Rudkin, Cuggy,
Young & Thompson, 2013, which is
probably a pycnogonid moult from the Upper
Ordovician William Lake Lagerstétte (c. 450
Ma; Manitoba, Canada), is even more
original due to the serial segmentation of its
head (Rudkin et al. 2013). Paleozoic
pycnogonids have been assigned to up to
three fossil-specific orders (Bamber 2007),
and possible affinities to Pantopoda have
been suggested only for three Devonian
species (F. blocki, P. devonica, P. vogteli)
(Bergstrom et al. 1980; Bamber 2007; Kiihl
et al. 2013). After a hiatus of about 250 Ma

between Early Devonian and Middle Jurassic
(fig. 1), this morphologic diversity vanishes:
the three Mesozoic species from the
palaeoenvironment of La Voulte-sur-Rhéne
Lagerstatte (Callovian: c. 165 Ma) are all
Pantopoda, strikingly close to the three extant
families Ammotheidae  Dohrn, 1881,
Colossendeidae  Jarzynsky, 1870, and
Endeidae Norman, 1908 (Bamber 2007,
Charbonnier et al. 20073, b). These fossils are
thought to be remnants of a deep-sea fauna
(Charbonnier et al. 2007a, b; Charbonnier
2009).

The Late Jurassic of Solnhofen (southern
Germany) (c. 150 Ma) yielded several fossils
originally —described as sea spiders:
Pentapalaeopycnon inconspicua Hedgpeth,
1978, Phalangites priscus Minster, 1836 and
Pycnogonites uncinatus Quenstedt, 1852.
These were however fragmentarily preserved
phyllosomes (achelate lobster larvae)
(Bergstrom et al. 1980, see also Polz 1969 -
note that the specimens Polz 1969 figures as
pantopods are also crustacean larvae), as
suggested by their biramous appendages
(maxillipeds 3, legs 1, 2, 3), slender 4™ pair
of legs (the fifth pair of legs in fossils
erroneously interpreted as sea spiders), and
leaf-like thorax (see for example Hedgpeth
(1978)). More recently, other fossils of sea
spider have been reported (cited in Waloszek
& Dunlop 2002; pictured in Dunlop &
Bechly 2015), but the granularity of the
limestone casted too many doubts on the
identification  for  formal  description
(J. Dunlop personal communication 2009). In
the present study, we used photographic
techniques highlighting the volume of fossils
to examine the morphology of nine
specimens and describe two new species
from Late Jurassic Solnhofen-type outcrops.
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MATERIAL AND METHODS
Material

Our study is based on nine fossil specimens,
of which five are housed in the Jura-Museum
Eichstétt (Bavaria, Germany): JME-SOS-
2086, 3652, 3660, 6290, 6291a; three in the
Staatliches Museum fiir Naturkunde Stuttgart
(Baden-Wiirttemberg, Germany): SMNS-
70156, 70209, 70402; one in the Natural
History = Museum  (London,  United
Kingdom): NHMUK-In-39751. All
specimens except JME-SOS-2086 were
studied directly; the latter was studied from a
good quality cast of the original fossil
provided by the Jura-Museum Eichstitt.

The specimens come from the lithographic
limestones cropping out in the vicinity of the
Solnhofen-Eichstéatt area. However, the exact
quarries where the nine specimens were
discovered were not recorded. All specimens
are preserved slightly flattened in a micritic
limestone. In seven specimens, the fossils
have same colour and texture as the
surrounding sediment and do not exhibit
visible auto-fluorescence under UV light. By
contrast, the specimen JME-SOS 6291a
presents small traces of preserved proboscis
cuticle or tissue. In most cases, it seems that
the original body was lost during
fossilisation, and that only the shape was
preserved as an imprint. Specimens are
preserved in either dorsal or ventral view,
generally subcomplete, although some
sections of appendages or of the body may be
missing or eroded, probably lost while
opening the limestone. Specimen JME-SOS
3660 and SMNS-70156 are preserved

associated with remains of comatules
(swimming crinoids) (supplementary
material 1).

Methods

The specimens were documented using
macrophotographic techniques. All images
were generated using focus-stacking to
provide a final image with an increased depth
of field.

Fluorescence imaging was tried under UV,
then blue-green light to search for traces of
fluorescence linked to fossilized tissues
(Haug & Haug 2011; Haug et al. 2011; Kerp
& Bomfleur 2011), both without result.
Contrast was enhanced by cross-polarized
light imaging, with a cropped light source, to
reveal surfaces and avoid strong reflections
(Bengston 2000; Haug et al. 2011; Kerp &
Bomfleur 2011). Images with various
orientations of the light were realized to
reveal the various anatomic details. Finally, a
microtopographical map (fig. 2B; 3B) of the
specimen was realised: this was achieved by
taking several pictures with deliberate
shallow depth of field, desaturating each
image, sequentially colouring each picture
with a different tint, combining pictures in an
image stacker program (Zerene stacker®©,
Depth map, stacking algorithm). The final
image displays colours related to the distance
of the item from the camera, revealing hence,
the volume of the specimen. For this reason,
the specimen has to lay as parallel as possible
to the camera to minimize background shift
in colours. Note that the original files can also
be used to produce a natural light image
stack. Similar techniques have been used in
neuroanatomy (Castano et al. 1995, Mayer et
al. 2010) and to visualize muscle tissue based
on confocal microscopy images (Schmidt-
Rhaesa & Kulessa 2007). However, as far as
we are aware of, it has not yet been used to
study the surface of opaque fossils. This
technique objective is can be used as a
complement to stereophotography
(supplementary material 2) in order to
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evidence structures preserved in volume
directly.

SYSTEMATIC
PALAEONTOLOGY

All studied fossils are assigned to
Pycnogonida based upon the presence of
proboscis (however not clearly identified in
JME-SOS 3660) and ovigers (however not
spotted in JME-SOS 3652). The absence of
biramous appendages (all eight-legged) and
the “sea-spider-like” body-shape (slender
body and orientation of the articles of the
slender legs, however the trunk is not visible
in JME-SOS-3652) exclude confusion with
phyllosomes. Affinities to Pantopoda are
evident by the simple lateral processes and
cylindrical legs with elongated podomeres
(femorae and tibiae 1 and 2 in extant species,
i.e. fourth, fifth and sixth articles). The
abdomen is generally poorly preserved or not
preserved at all, but the observable examples
are short, suggesting again affinities to
Pantopoda. Two of the fossils are preserved
enough to enable their formal description
(hereafter); others (supplementary material
1) are too poorly preserved to be identified
further, and their state does not enable
relevant description nor grouping in distinct
morphotypes. One specimen is however
discussed in supplementary material 1.

Class Pycnogonida Latreille, 1810
Order Pantopoda Gersticker, 1863
Family Ascorhynchidae Hoek, 1881
Genus Eurycyde Schiddte, 1857

Type species. Eurycyde hispida (Kreyer,
1844) by monotypy.

Diagnosis (Hedgpeth 1948; Child 1992).

Trunk segments with flaring posterior rims,
without median tubercles; lateral processes
separated by less than their own diameters,
with
laterodistal

slender dorsodistal and sometimes

tubercles. Ocular tubercle
moderately long. Proboscis pyriform, carried
ventrally at the tip of a cylindrical petiole
extending from the head. Abdomen
moderately long, with dorsal field of stout
Chelifore scapes 2-segmented,
slender, with long dorsal spines; chelae tiny,

vestigial. Palps 9-segmented. Ovigers 10-

spines.

segmented, with strong strigilis bearing many
denticulate spines and terminal claw. Legs
with long tubular spines, some bearing lateral
setules; propodus (eighth leg podomere)
without heel or heel spines; auxiliary claw
absent.

?Eurycyde golem n. sp.
(Fig. 2A, B, C; supplementary material 2)

Material examined. holotype NHMUK-In-
39751

Diagnosis. Trunk four-segmented, with four
pairs of walking legs; thickened posterior
margin of each trunk segments, lateral
processes simple, distance from each other
equal to their own diameter, lateral
extensions of head directly lateral to ocular
tubercle. Proboscis pyriform, inserted at
extremity of an unobserved structure.
Chelifores present. Palps present. Ovigers
present.

Derivation of name. The specific epithet
refers to the Golem, creature of Hebraic
folklore, in reference to the mineral and
ancient nature of the fossil compared to other
species of the genus.

Description. Trunk robust (length: 4.5 mm),
segmented in four metameres with

posterior margin thickening (cephalosoma
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<« Figure 2. ?Eurycyde golem n. sp., holotype
NHMUK-In-39751 (A, B, C), compared to the
extant species Eurycyde raphiaster Loman, 1912
(MNHN-IU-2016-1178; &, D, E, F). The fossil is
shown under natural light with enhanced contrast
(A) and in microtopographical map (B; see
material and methods). The black arrows
designate the proboscis, note that a slight tilt of the
specimen translate into a lateral colour gradient on
the matrix. The interpretative drawing (C)
represents distinctively unambiguous shape (plain
black lines), ambiguous or unclear structures
(dashed black lines) and tentatively placed
articulations (plain grey lines). General view of
Eurycyde raphiaster (D) emphasis the similar
structures identified on the fossil. The focus in
dorsal view (E) shows the displacement of the
proboscis on the left. The focus on the head in
ventral view (F) reveals the petiole on which
articulates the proboscis in living species. ab,
abdomen; ch, chelifores; ct, cementary tubes; ke,
lateral head extension; //-/4, walking legs 1 to 4;
ot, ocular tubercle; ov, ovigers; pa, palps; pe,
petiole of the proboscis; pr, proboscis; ¢/-t4: trunk
segments 1 to 4. All scale bars 2 mm. Picture of
fossil D.A; pictures of extant specimen and fossil
interpretation R.S.

length: 1.8 mm; second trunk segment: 0.9
mm; third trunk segment: 1.1 mm; fourth
trunk segment: 0.8 mm). First tagma
(cephalosoma) formed by head and first
pediferrous segment conjoined.
Cephalosoma bearing ocular tubercle of
tallness, central depression
possibly representing remains of lumen,
suggesting it broke. Head assumed with a

unknown

short pre-ocular neck (extension of the head
before the ocular tubercle). No dorsomedian
tubercle on the trunk. Lateral processes (i.e.
lateral extension of the trunk, on which legs
articulate) without annular swelling, and
distance from each other equal to their own
diameter. Two different structures can be
interpreted as abdomen (fig. 2C): (i) laterally-
compressed structure on left fourth lateral

process: straight, of medium size, and

without visible trace of articulation with
trunk; alternatively, it could be a deformation
of the lateral process (ii) rough shape visible
posterior to last trunk segment: of medium
size, slightly bended, apparently articulated
on last trunk segment; alternatively, it could
be an artefact from the substrate.

Visible part of proboscis pyriform, extending
before the head, bent ventrally in type
specimen. Length: 3.9 mm.

Chelifores present, insertion not visible.
Chelae missing or not preserved, degree of
development unknown. Scapes assumed two-
articulated.

Traces of assumed palps, long, directed
anteriorly on type specimen.

Traces of one assumed oviger, most of it
hidden on ventral side in type specimen.
Lateral extension of head aside ocular
tubercle, with flatten dorsal tall tubercle.

Legs cylindrical of indistinct articulations.
First right leg length: 12.4 mm (hypothetic
lateral process excluded).

Remarks. ?Eurycyde golem n. sp. (fig2 a, b,

c) shows similarities with  extant
Ascorhynchidae: pyriform, very movable
proboscis; lateral head extension

(corresponding in extant species to oviger
insertion); presence of chelifores without
developed chelae. The basis of the ventrally
folded proboscis is far from the ocular
tubercle, suggesting it is inserted at the end of
an anterior structure. This character excludes
other Ammotheidae except Dromedopycnon
Child, 1982 and Hedgpethius Child, 1974.
However these two latter genera do not show
lateral head extension. The structure on
which the proboscis inserts is poorly
preserved and perhaps broken. It is therefore
not possible to identify it confidently: it can
be either a pre-ocular neck, i.e. an anterior
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extension of the head, like in several species
of Ascorhynchus Sars, 1877; or a petiole
which is articulated on the head at its basis,
like in Eurycyde (fig. 2D, E, F). Additional
give however clues of the
taxonomic affinities of the fossil: the long
chelifores and the pre-ocular neck not
reaching the base of the proboscis support
Eurycyde hypothesis, even though this
interpretation (fig. 2C) remains ambiguous
considering the preservation. Furthermore,
the position of the proboscis, with the

characters

broadest part positioned very anteriorly, fits
more with Eurycyde. In Ascorhynchus, the
basis of the proboscis is narrow and inserted
ventrally, and would be therefore hidden
under the tip of the preocular neck in similar
position. For this reason, we keep preferring
the Eurycyde hypothesis.

Other characters are in agreement with
Eurycyde (but do not exclude Ascorhynchus):
tubercle on the lateral head extensions;
enlargement of posterior margins of the
trunk, without dorsal tubercle; feeble
distance between lateral processes (no more
than their own diameter). ? Eurycyde golem is
much bigger than extant Eurycyde species
(about 20 mm of leg-span i.e. twice the
maximum for extant species) (fig. 2A, D). In
our interpretation, the head exhibits a short
pre-ocular neck, similarly to E. arctica Child,
1995, E. antarctica Child, 1987, E. depressa
Child, 1995 and, E. muricata Child, 1995.

Family Colossendeidae Jarzinsky, 1870

Genus Colossopantopodus Charbonnier,
Vannier & Riou, 2007

Type species. Colossopantopodus
boissinensis Charbonnier, Vannier & Riou,
2007 by original designation

Emended diagnosis (Charbonnier et al.

2007b). Trunk segmented; four pairs of
medium-sized walking legs; long to very
long sub-cylindrical proboscis; long ovigers
originating ventrally; chelifores absent or not
preserved, abdomen unknown.

Colossopantopodus nanus n. sp.

(Fig. 3 A, B, C; supplementary material 2)

Material examined: holotype JME-SOS-
6291a

Diagnosis. Distinctly smaller than type
species. Trunk segmented, with four pairs of
walking legs; lateral processes simple,
separated from each other by less than their
diameter. Proboscis long, slender, cylindrical.
Chelifores absent or not preserved. Ovigers
present.

Derivation name. The specific epithet nanus
(from latin): “dwarf”, emphasis the small size
of the species compared to
Colossopantopodus boissinensis.

Description. Large size: trunk (length: 15.1
mm) rather slender, with signs of
segmentation at least between second and
third, and third and fourth segments (second
and third trunk segments: 4.6 mm; fourth
trunk segment: 1.2 mm?). Lateral processes
without annular swelling, separated by less
than their diameter. Possible abdomen
identified caudally, very short.

Proboscis long, slender, cylindrical (length:
14.9 mm), with signs of median and distal
swelling.

Chelifores absent or not preserved. Assumed
palps shorter than the proboscis.

Ovigers present, originating ventrally from

large protuberance than can be a podomere or
a body extension. Structure of ovigers
unclear, strigilis strong.
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<« Figure 3. Colossopantopodus nanus n. sp.,
holotype JME-S0S-6291 (A, B, C), compared
to Colossopantopodus boissinensis
Charbonnier, Vannier & Riou, 2007 (holotype
MNHN.F.A52385; D) and the extant species
Colossendeis  australis Hodgson, 1907
(MNHN-1U-2017-222; E, F; note the white
parasitic bryozoans). The fossil is shown under
natural light with enhanced contrast (A), and
under microtopological map focusing on the
base of ovigers (B; see material and method).
Dashed lines in (A) and (B) indicate the base
of the ovigers (see text for explanations). The
interpretative  drawing  (C)  represents
distinctively unambiguous shape (plain black
lines), ambiguous or unclear structures (dashed
black lines) and tentatively placed articulations
(plain  grey lines). General views of
Colossopantopodus  boissinensis (D) and
Colossendeis australis (E) emphasis the
similar structures observed on C. nanus. The
focus on forebody ventral view of
Colossendeis australis (F) shows the ovigers
insertion. 11-14, walking legs 1 to 4; ob, oviger
basis; ov, ovigers; pa, palps; pb, palp basis; pr,
proboscis; t1-t4: trunk segments 1 to 4. All
scale bars 5 mm. Picture of C. nanus D.A;;
picture of C. boissinensis S.C.; picture of
extant specimen Manon Delval, Didier
Geffard-Kuriyama & R.S; fossil interpretation
R.S.

Legs cylindrical of indistinct articulations, of
medium size. First right leg length: 41.6 mm?

Remarks. The ventral knobs behind the head
(fig. 3A, B, C) are interpreted as the head
extension at the base of ovigers. Their
medioventral position suggests affinities to
Colossendeidae (fig. 3F) together with the
very long and slender shape of the ovigers
and its large size (fig. 3 C, D, E, F).
Furthermore, the examined specimen shows
affinities to the subfamily Colossendeinae
Hoek, 1881 (Fam. Colossendeidae) due to the
shape of the long, straight, cylindrical
proboscis. The legs are short and thick for the
family, comparable to “stout” Colossendeis
(e.g. C. proboscidea (Sabine, 1824), C.

robusta Hoek, 1881); the trunk is (fully?)
segmented, as in C. articulata Loman, 1908
or Pentacolossendeis reticulata Hedgpeth,
1943 but on the contrary to the latter, C.
nanus has four pairs of legs. Those characters
are shared with C. boissinensis, however
trunk segmentation was not originally
reported in its original description
(Charbonner et al. 2007b). Strong evidence
for the presence of palps is still lacking to put
Colossopantopodus as a

Colossendeis.

synonym of

Colossopantopodus boissinensis differs from
C. nanus in the comparable characters only
by its bigger size (trunk size 1.34 times
bigger than C. nanus). Therefore, we cannot
exclude that they are synonyms, representing
different ontogenic stages of the same species
(although life cycle of colossendeids is
completely unknown). In extant taxa, species
identification relies on characters unlikely to
be preserved in Solnhofen fossils, as palps
articulation, or proboscis bending.

DISCUSSION

Palaeoecology and palaeobiology

During the Late Jurassic, Europe resembled a
vast archipelago with numerous reefs and
shallow lagoons (Thierry 2000). Solnhofen
lagoons were not deeper than 30 to 60 m
(Barthel et al. 1990), whereas La Voulte-sur-
Rhoéne was a deep marine palaeoenvironment
(aphotic or dysphotic) (Charbonnier et al.
2007a, b; Charbonnier 2009). As Solnhofen
lagoons were quite far from the sea, their
bottom waters may have been, in many cases,
anoxic or hypersaline and therefore hostile to
life (Barthel et al. 1990; Viohl 1996).
However, traces of moult or resting suggest
that in some cases, a few lagoons could have
been habited by living animals, at least
temporarily (Schweigert & Dietl 2015).
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Due to these conditions, most sea spiders
found in Solnhofen may not have lived on the
bottom where they fossilized. As occasional
swimmers (Arnaud & Bamber 1987), sea
spiders were likely to be flushed away from
their living habitat into the bottom of the
lagoon by rare storm events, as suggested for
other Solnhofen fossils (Barthel et al. 1990).
As it has been suggested for fishes (Viohl
1996), they probably lived in nearby
environments surrounding the bottom anoxic
or hypersaline waters in the centre of
lagoons: coral bioherms or shallow-water
soft bottoms. It seems less likely that
specimens came from the oceanic waters,
which were distant, and because of the
fragility of sea spiders and comatulids
accompanying them (supplementary material
1). Another possibility is that pycnogonids
have used driftwood as a substrate and fell
into the bottom at their death or by accident
(small debris of driftwood are reported by
Barthel et al. (1990)).

The long, cylindrical legs of the pycnogonids
described herein suggest they were
epibenthic walkers like extant pantopods.
Pycnogonids are generally grazing predators
of sessile (e.g. actinians, bryozoans,
poriferans) or slow-moving invertebrates
(e.g. echinoderms, gastropods, annelids), and
feed sometimes on minute arthropods, algae,
or biofilms (Dietz et al. 2018). They use their
proboscis to suck up their prey, or pieces of
them. Extant species of Ascorhynchidae have
already been observed feeding on sponges or
mollusks, and may also feed on soft corals
(Dietz et al. 2018). Since their chelifores
cannot reach the mouth at the tip of their very
long and mobile proboscis, they probably
feed on sessile prey which can be grazed
without handling (Dietz et al. 2018).
Therefore, ?Eurycyde golem n. sp. perhaps
benefitted from sponge bioherms or coral

reefs of Solnhofen lagoons (Barthel et al.
1990) as a walking substrate, as well as food.
Contrastingly, extant Colossendeidae are
common on soft-bottoms (Mdaller 1993), so
Colossopantopodus nanus n. sp. could have
inhabited in a different environment than
?E. golem n. sp., such as the few habitable
lagoon bottoms (Schweigert & Dietl 2015).
Colossendeids have been observed preying
on scyphozoans, anthozoans and hydroids,
limpets, and may be also deposit feeders
(Braby et al. 2009; Wicksten 2017; Dietz et
al. 2018). The proboscis shape of
Colossopantopodus nanus is rather short and
cylindrical, like Colossendeis colossea (fig.
3A, B, C, E), which has been observed
feeding on anthozoans (Braby et al. 2009).
Anthozoans, scyphozoans and limpets were
all present in the Solnhofen fauna (Barthel et
al. 1990), giving a clue on the possible diet of
C. nanus.

Evolutionary history of Pantopoda among
sea spiders

Paleozoic sea spiders. Pantopoda is
considered as the only extant representative
of Pycnogonida. Pantopoda is characterized
by cylindrical walking legs with differently
sized leg podomeres, unsegmented abdomen,
and simple lateral processes (unarticulated
nor striated) (Hedgpeth 1954, 1955;
Bergstrom et al. 1980; Munilla 1999;
Waloszek & Dunlop 2002; Bamber 2007).
De facto, three fossil species, Haliestes
dasos, Palaeoisopus problematicus and
Palaeopantopus maucheri, can be excluded
from Pantopoda (Berstrom et al. 1980;
Siveter et al. 2004). All three have a 3- to 5-
segmented abdomen, and at least two had
peculiar annular (articulated?) swelling at the
base of lateral processes, on which articulated
legs (it is impossible to say if H. dasos has or
not such swellings due to the resolution of its
virtual reconstruction). Furthermore, P.
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problematicus and H. dasos exhibit flattened
legs with sub-equal podomeres, which could
be an adaptation to swimming (Berstrom et
al. 1980; Siveter et al. 2004). Although
Palaeomarachne granulata and
Cambropycnogon klausmuelleri Waloszek &
Dunlop 2002 do not offer many characters for
comparison, the presence respectively of
head serial segmentation (Rudkin et al.
2013), and gnathobases (also present in
xiphosurans and trilobites) (Waloszek &
Dunlop 2002), which may be considered as
plesiomorphic, and suggest that they belong
to early offshoots of Pycnogonida rather than
Pantopoda.

Three other Paleozoic species,
Flagellopantopus  blocki, Pentapantopus
vogteli, and Palaeothea devonica must be
discussed further, as they have been
considered as “modern” by several authors or
have even been assigned to Pantopoda
(Bergstrom et al. 1980; Bamber 2007; Kiihl

etal. 2013).

(1) Flagellopantopus blocki has been
considered as Pantopoda incertae sedis by
Bamber (2007), due to its cylindrical legs
with differently sized podomeres and simple
lateral processes. Poschmann & Dunlop
(2006) described a very different leg structure
from extant fauna, but we suggest rather that
they misinterpreted the coxae 1, 2, 3 (first,
second and third leg podomeres) as femorae,
therefore shifting the following podomeres
(supplementary material 3). Our
interpretation fits with classical cylindrical

new

legs of sea spiders, however the podomeres
formerly interpreted as coxae 1, 2, 3 should
be interpreted as lateral processes, which
show traces of annular swellings.
Furthermore, the abdomen is segmented in
two or three segments, suggesting close
affinities to P. maucheri rather than to
Pantopoda.

(i) Pentapantopus vogteli is “modern-like”
according to its descriptors (Kiihl et al. 2013),
due to its ten legs, which are only found
among the extant fauna. But this is not a
strong argument: there are only nine extant
“polymerous” species (with 5/6 pairs of legs),
dispatched in three highly diversified
families (Colossendeidae Jarzynsky, 1870,
Nymphonidae Wilson, 1878 and
Pycnogonidae Wilson, 1878). Since legs have
a role in respiration (Woods et al. 2017),
additional pairs of legs may have been
acquired independently by convergent
adaptation. Furthermore, the most distal
podomeres of legs are sub-equal and
probably flattened, leading Kiihl et al. (2013)
to suggest affinities to H. dasos and/or P.
problematicus. Traces of potential annular
swellings are also visible. However, Kiihl et
al. (2013) described a small abdomen which,
if accurately identified, is shared with
Pantopoda. Such a combination of characters
would have important consequences on our
understanding of Pycnogonida evolution,
however, this identification could be
inaccurate, as other segmented structures
around the so-called abdomen could be
interpreted similarly.

(iii) Palaeothea devonica shows a general
“modern” outline, with cylindrical legs,
probably vestigial chelae (like ammotheids
and ascorhynchids) and dorsomedian
tubercles (Bergstrom et al. 1980); but it is
hardly possible to say whether the abdomen
was segmented or not. Therefore, P. devonica
could be the sole Pantopoda known from
Paleozoic, although further investigation on
its morphology has to be performed to
confirm this view. Then, until Devonian at
least, Pantopoda, if present, would have lived
along with representatives of other
Pycnogonida lineages.
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Mesozoic diversification. All Mesozoic
species (fig. 1) exhibit a typical Pantopoda
morphology. Affinities of La Voulte-sur-
Rhone species to extant fauna have already
been acknowledged (Charbonnier et al.
2007b): Palaepycnogonides gracilis
Charbonnier, Vannier & Riou 2007 to
Ammotheidae (or Pycnogonidae);
Colossopantopodus boissinensis
Charbonnier, Vannier & Riou 2007 to
Colossendeidae (fig. 3D, E, F); Palaeoendeis
elmii Charbonnier, Vannier & Riou 2007 to
Endeidae. Bamber (2007) interpreted them
all as representatives of Endeidae, based
upon the absence of chelifores and palps,
however, the absence of the fragile cephalic
appendages in fossils could be explained by a
taphonomic bias (Charbonnier et al. 2007b).
Conversely, C. boissinensis (fig. 3D) has two
ventral knobs at the base of the proboscis,
that can be interpreted as palp insertion
and/or first podomere (fig. 3F), together with
long-shaped ovigers articulating on short
ventral podomeres or head extensions, small
strigilis, and a huge size. This excludes
Endeidae but matches with Colossendeidae.
Furthermore, P. gracilis shows vestigial
chelifores, which exclude its assignation to
Endeidae, and support their original
designation as Ammotheidae (but this does
not match absence of palps) or Pycnogonidae
(although they generally miss chelifores, the
monotypic genus Pycnopallene Stock, 1950
shows reduced ones, however the true status
of this poorly documented genus is highly
problematic). Finally, Palaeoendeis elmii is
very similar to extant species of Endeis (Fam.
Endeidae) however ovigers are needed to
confirm this view.

The nine Solnhofen fossils in this study are
all attributed to Pantopoda, and two of them
are assigned to already described genera:
Colossopantopodus nanus n. sp. is a close
relative of C. boissinensis from La Voulte-
sur-Rhoéne, while ?Eurycyde golem n. sp.
belongs to the extant family Ascorhynchidae.

Other seven poorly preserved fossils
(supplementary data 1) show traces of
different morphologies, witnessing existence
of further diversity in Solnhofen. With the
fossils of La Voulte-sur-Rhone (Charbonnier
et al. 2007b), this indicates that the Jurassic
faunae had strong affinities
Pantopoda families (four identified), showing
that (i) Pantopoda were probably not limited
to deep-sea environments and are the only
representatives of Pycnogonida found in
Jurassic records, so the transition from

to extant

diversified Pycnogonida to exclusive
Pantopoda fauna may have already occurred;
and that (i1) the diversification of Pantopoda
in (at least some) extant families predates the
Middle Jurassic. Pycnogonida is ancient, at
least from the Early Silurian, if not Late
Cambrian or before (Waloszek & Dunlop
2002; Siveter et al. 2004; Rudkin et al. 2013).
However, pantopods are very divergent from
other arthropods regarding morphological
and molecular data (Arango 2003; Dunlop &
Arango 2005; Arango & Wheeler 2007,
Nakamura et al. 2007; Sabroux et al. 2017).
Inter-familial relationships are difficult to
resolve, suggesting fast diversification, i.e.
radiation (Arabi et al. 2010). These are
reasons to suspect that extant Pantopoda
radiated from a relictual lineage which
underwent a bottleneck event. According to
fossil records this took place between the
Early Devonian and the Middle Jurassic. As
the Permian-Triassic mass extinction, which
marks the transition from Paleozoic to
Mesozoic, precipitated among others the end
of major marine arthropods lineages such as
Trilobitomorpha (Lerosey-Aubril & Feist
2012) and Eurypterida (Tetlie 2007), it is
tempting to think that sea spider narrowly
escaped the same fate. However, other events
such as the Triassic-Jurassic extinction
(Benton 1995), or the Toarcian anoxic event
(e.g. Voros 2002) also impacted the marine
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fauna during the 250 Ma hiatus and should
not be underestimated.
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Supplementary material 1 — Undescribed sea spider fossils from Solnhofen pictured under
natural light with enhanced contrast and interpretative drawings.

Supplementary material 2 — Stereo images of NHMUK-In-39751 and JME-SOS-6291.

Supplementary material 3 — Interpretation of Flagellopantopus blocki Poschmann & Dunlop,
2006 legs articles in the original description and in the present study.
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Figure S1. Undescribed sea spider fossils from Solnhofen pictured under natural light with enhanced
contrast (A, C, E, G, |, K, M) and interpretative drawings (B, D, F, H, J, L, N): JME-SOS 2086b (A,
B), IME-SOS 3652b (C, D), JIME-SOS 3660 (E, F), IME-SOS 6290 (G, H), SMNS 70156 (1, J), SMNS
70209 (K, L), SMNS

70402 (M, N). The interpretative drawings represent distinctively unambiguous shape (plain black
lines), ambiguous or unclear structures (dashed black lines) and tentatively placed articulations (plain
grey lines). Grey roundish structures (F, J) are interpreted as comatulids. ab, abdomen; ch, chelifores;
11-14, walking legs 1 to 4; ot, ocular tubercle; ov, ovigers; pa, palps; pr, proboscis; t1-t4, trunk segments
1to 4. All scale bars 5 mm.

Remarks. The ovigers of JME-SOS-2086 (A, B) show similarities with the extant genus Endeis
Philippi, 1843, of which the antepenultimate podomere is long and bended. However, the exact number
of podomeres and their structure cannot be assessed with certainty, as the granulometry does not
provide clear information about articulation. An additional article, which does not exist in extant
Endeis, may stand at the base of the ovigers. The possible absence of chelifores, which can be used to
discriminate Endeidae Norman, 1908 from Phoxichilidiidae Sars, 1891 and Pallenopsidae Fry, 1978,
cannot be verified because the specimen is in ventral view.
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T

Figure S2. Stereo images of NHMUK-In-39751 (A, B) and JME-SOS-6291 (C, D), corresponding
respectively to fig. 2B and 3B, under natural light. Scale bars 2 mm.
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A B

13 ta 3 t2

cx3

cx2

Figure S3. Interpretation of Flagellopantopus blocki Poschmann & Dunlop, 2006 legs articles (A) in the
original description and (B) in the present study. Legs are third (13) and forth (14) right legs of the type
specimen PWL 2004/5024-LS. as, annular swelling of lateral processes; cg, cementary gland; cx and cx1,
2, 3, coxae not discriminated and coxa 1, 2, 3; f, femora; t1, 2, tibia 1, 2; ta, tarsus. Scale bars: 5 mm.
Reference: Poschmann, M., & Dunlop, J. A. (2006). A new sea spider (Arthropoda: Pycnogonida) with
a flagelliform telson from the Lower Devonian Hunsriick Slate, Germany. Palaeontology, 49(5), 983-
989.

77






Chapitre I. Fossiles de Solnhofen (Baviére, Allemagne)

Perspectives

L’origine des fossiles de Solnhofen est un point important dans cette étude, car elle
donne une idée de la bathymétrie de I’habitat des spécimens, et en fait la premicre faune peu
profonde connue du Mésozoique pour le taxon. Mais cette origine reste encore sujette a
discussion : s’il semble probable que ces spécimens proviennent des environs du lagon, il n’est
pas a exclure qu’ils aient été transportés depuis 1’océan Téthys (voir Barthel et al. 1990). Le
corps fragile de ces animaux aurait-il pu résister apres un tel transport ? Pour comprendre les
potentiels effets d’un transport sur de longues distances sur la complétude d’un fossile, une
solution serait de recourir a la taphonomie expérimentale (Briggs 1995), afin de savoir dans
quelle mesure un pycnogonide peut rester complet aprés un transport sur de si grandes
distances. L’état de décomposition d’un spécimen est déterminant pour la préservation d’un
spécimen lors de transports turbulents, en particulier dans le cas des animaux a cuticule (Allison
1986). Les pycnogonides ayant des articulations particuliérement fragiles, un spécimen arrivant

de I’océan dans les lagons de Solnhofen devrait donc étre vivant ou mort peu avant son arrivée.
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Contexte du projet

La question de la monophylie des Ammotheidae est un probléme récurent des études
phylogénétiques sur les pycnogonides. Résoudre ce probléme a été le premier travail auquel je
me suis attelé durant ma thése. Il est en fait la suite du travail que j’avais réalisé lors de ma

deuxiéme annee de Master, enrichi de nouvelles données et de nouvelles analyses.

Diversité et complexité des Ammotheidae

Les Ammotheidae (sensu Bamber et al. 2018) sont la famille la plus diversifiée parmi
les pycnogonides actuels. Ils représentent a eux seuls 21,3% de la diversité du groupe, et 21%
des especes décrites ces 50 derniéres années. Les Ammotheidae regroupent 299 especes rangées
dans 22 genres, ce qui en fait la famille la plus riche en genres des pycnogonides (24,7% des
genres). Cependant, 80,3% des espéces d’Ammotheidae sont rattachées aux « big five » de la
famille avec les genres Achelia (75 espéces), Tanystylum (50 especes), Ammothella (42
especes), Ammothea (41 especes) et Cilunculus (32 espéces). A I’inverse, la grande majorité
des genres ne sont représentés que par un petit nombre d’espéces (13 genres a trois espéces ou
moins, dont 7 monospécifiques). C’est souvent le signe d’une taxonomie en manque de révision
(e.g. Brewer et al. 2012). Certains Ammotheidae, notamment les Achelia, sont d’ailleurs
régulierement cités comme problématiques pour les taxonomistes : « The so-called "primrose
path™ leading toward the correct identification of all species in this genus is obstructed with
scattered dead branches » (Child 1994a) ; « The taxonomy of [Achelia] is in a sad state of
disrepair, but revision of their species must await that unrealized millennium when existing
types and scattered collections are available to one specialist for redescription and

comparison. » (Hedgpeth 1948).

Les Ammotheidae sont couramment rencontrés sur le terrain et dans les collections : les
Achelia (fig. 14a), Ammothella (fig. 4b) et Tanystylum (fig. 14d) sont trés représentés dans les
milieux tropicaux et tempérés (Hedgpeth 1948 ; chapitre 1V), bien que leur tres petite taille (la
longueur du tronc dépasse rarement 3 mm ; Bamber 2010) les rende plus difficiles a repérer que
certaines grandes especes (e.g. Nymphon, Pycnogonum). Certains taxons plus rares sont
également remarquables, par exemple Nymphopsis (fig. 4c), un genre typique des tropiques, qui
attire parfois 1’ceil des photographes sous-marins : sa taille de plus de 5 mm d’envergure et ses
grands tubercules soyeux ornant les pattes lui conférent un aspect de « flocon de neige ». En
Antarctique, les Ammotheidae sont notamment représentés par le genre Ammothea (fig. 4a),
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dont la grande taille le rend souvent facile a repérer et a collecter (le tronc des Ammothea
antarctiques atteint souvent un a plusieurs centimétres, et leur envergure dépasse souvent les 10
cm). ; les Achelia et les Austroraptus sont aussi courants. Enfin, les Ammotheidae ne se limitent
pas aux environnements cotiers: les Cilunculus (fig. 14b) sont coutumiers des grandes
profondeurs (plusieurs centaines a plusieurs milliers de metres de profondeur ; Miller 1993),
tandis que les Sericosura (fig. 14c) sont rencontrés dans les environnements abyssaux,
notamment pres des suintements froids et au niveau des sources hydrothermales (e.g. Child &
Segonzac 1996 ; Arango & Linse 2015 ; Wang et al. 2018).

Figure 14. Quelques photos d’Ammotheidae en complément de la figure 4. Achelia sp., Madagascar (a) ;
Cilunculus sewelli, Mozambique (b); Sericosura heteroscela, Snake Pit, Atlantique (c) ; Tanystylum hummelincki,
Martinique (d). Toutes les barres d’échelles a 1 mm. Photos T.Y. Chan, L. Corbari, R. Sabroux ©OMNHN - La
Planéte Revisitée.

Les Ammotheidae montrent également une grande diversité morphologique : leur taille
varie de quelques millimetres (e.g. Achelia, Tanystylum) a plusieurs centimétres d’envergure
(e.g. Ammothea), leur abdomen peut étre fusionné avec le tronc (e.g. Nymphopsis) ou posséder

une articulation basale (e.g. certains Ammothella et Cilunculus) ; le nombre d’articles des palpes
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varie de 9 a 4 (notamment chez les Tanystylum) ; les soies présentent une large diversité de
formes, simple, en forme de matraque (e.g. Ammothella rugulosa), clavée (e.g. Ammothella
marcusi), etc. Les chelae sont réduites a un manchon, mais sont parfois complétement absentes
(e.g. Tanystylum ; Acheliana tropicalis) ou a I’inverse fonctionnelles (e.g. Ammothea childi ;
Nymphopsis muscosa). La plupart des types larvaires (au moins 1 a 4) sont connus dans cette
seule famille (fig. 3; Brenneis et al. 2017). Les Ammotheidae partagent avec les
Ascorhynchidae certains caractéres parmi les plus remarquables de la famille, comme la
tendance a la réduction des chélifores, ainsi qu’un proboscis trés mobile, souvent avec une
constriction basale. Certains caracteres permettent de distinguer les principaux groupes
d’Ammotheidaec des Ascorhynchidae (i.e.« big five » versus Ascorhynchus et Eurycyde),
notamment la structure du strigilis : celle-ci compte deux rangées serrées d’épines composées
chez les Ascorhynchus et Eurycyde, alors qu’elles ont une distribution plus lache chez ces
groupes d’Ammotheidae ; et la griffe terminale des Ascorhynchidae est généralement absente
chez les Ammotheidae (Bamber 2007b). Cependant, la délimitation des deux familles devient
moins évidente lorsque des genres plus rares sont intégrés dans les comparaisons. Par exemple,
Proboehmia tubirostris et les Paranymphon, qui sont considérés comme des Ammotheidae,
présentent une organisation assez lache des épines du strigilis et portent aussi une griffe
terminale (e.g. Hong & Kim 1987 ; Stock 1991b). De la méme maniére, la segmentation a la
base de I’abdomen, que I’on retrouve par exemple chez les Cilunculus, est un caractére courant

chez les Ascorhynchus.

En conséquence, les Ammotheidae sensu stricto (i.e. sensu Bamber et al. 2018) n’ont
pas de caracteres véritablement diagnostiques, ce qui explique qu’ils aient souvent été associés
avec les Ascorhynchidae dans une famille Ammotheidae sensu lato (e.g. Hedgpeth 1947 ; Stock
1994) (tableau 4) caractérisée par la réduction des chélifores. D’autres auteurs ont, en revanche,
divisé les Ammotheidae s.s. en plusieurs familles : par exemple, la famille Tanystylidae a été
créée pour les Tanystylum (e.g. Hedpeth 1947 ; Munilla 1999) sur la base du nombre reduit
d’articles des palpes (4 a 7 segments ; Child 1992) ; I’exemple le plus extréme reste celui de
Fry (1978), qui distingue 6 familles sur la base d’un coefficient général de similarité (Gower
1971) (Achelidae, Ammotheidae, Ammothellidae, Paranymphonidae, Sericosuridae,

Tanystylidae).
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Enjeux

Les analyses phylogénétiques réalisées jusqu’alors (Arango 2002, 2003 ; Arango &
Wheeler 2007 ; Nakamura et al. 2007 ; Arabi et al. 2010) n’ont que partiellement répondu aux
interrogations sur cette famille, en rejetant la monophylie des Ammotheidae s. I. (Arango &
Wheeler 2007 ; Nakamura et al. 2007) mais cette interprétation n’a été suivie que
superficiellement par les auteurs postérieurs: par exemple, Bamber (2007b) distingue
Eurycydidae (=Ascocrhynchidae) et Ammotheidae, mais les regroupe au sein de la superfamille
des Ascorhynchoidea. La monophylie des Ammotheidae s. s. n’a été retrouvée que par Arabi et
al. (2010), mais avec un faible soutien, et ce nceud n’a pas été retrouvé par 1’analyse séparée de
plusieurs marqueurs. La paraphylie des Ammotheidae est expliquee par différents problémes
topologiques: chez Arango & Wheeler (2007), elle est causée par I’inclusion de Rhynchothorax
australis ; chez Nakamura et al. (2007), elle résulte de I’exclusion de Tanystylum californicum,
qui se pose en groupe frere des Phoxichilidiidae. Mais les résultats de ces deux publications
s’opposent : chez Nakamura et al. (2007), Rhynchothorax mediterraneus est retrouvé en groupe
frere des Pycnogonidae, tandis que Tanystylum californicum est retrouvé au sein des
Ammotheidae chez Arango & Wheeler (2007). 1l est probable que 1’étude d’ Arango & Wheeler
souffre de I’importante quantité de données manquantes (Arabi et al. 2010), puisque R. australis
n’est représenté que par 2 marqueurs sur 6, et plus particulierement par le marqueur H3 (tres
critiqué par Arabi et al. 2010 pour la courte taille du fragment, i.e. 327 pb, et la fréquence des
erreurs de séquences) et un marqueur 18S incomplet a plus de 84% par rapport aux autres
spécimens (280pb / >1750pb). Du c6té de Nakamura et al. (2007), la longue branche de
Tanystylum californicum peut étre a I’origine d’un artefact de reconstruction. Ces observations
suggerent donc que la phylogénie des Ammotheidae necessite un jeu de marqueurs complet et
adapté, et requiere l’utilisation d’un échantillonnage taxonomique suffisant pour casser les
longues branches (Bergsten 2005). Les changements de composition en bases identifiés dans le
géne mitochondrial CO1 doivent egalement étre pris en compte (Arabi et al. 2010). Enfin, les
relations entre les différents genres d’ Ammotheidae restent mal résolues, notamment du fait du

faible échantillonnage taxonomique.
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Abstract. The family Ammotheidae is the most diversified group of the class Pycnogonida, with 297
species described in 20 genera. Its monophyly and intergeneric relationships have been highly debated
in previous studies. Here, we investigated the phylogeny of Ammotheidae using specimens from poorly
studied areas. We sequenced the mitochondrial gene encoding the first subunit of cytochrome c oxidase
(CO1) from 104 specimens. The complete nuclear 18S rRNA gene was sequenced from a selection of
80 taxa to provide further phylogenetic signal. The base composition in CO1 shows a higher heterogeneity
in Ammotheidae than in other families, which may explain their apparent polyphyly in the CO1 tree.
Although deeper nodes of the tree receive no statistical support, Ammotheidae was found to be
monophyletic and divided into two clades, here defined as distinct subfamilies: Achelinae comprises the
genera Achelia Hodge, 1864, Ammothella Verrill, 1900, Nymphopsis Haswell, 1884 and Tanystylum
Miers, 1879; and Ammotheinae includes the genera Ammothea Leach, 1814, Acheliana Arnaud, 1971,
Cilunculus Loman, 1908, Sericosura Fry & Hedgpeth, 1969 and also Teratonotum gen. nov., including so
far only thetype species Ammothella stauromata Child, 1982. The species Cilunculus gracilis Nakamura &
Child, 1991 is reassigned to Ammothella, forming the binomen Ammothella gracilis (Nakamura & Child,
1991) comb. nov. Additional taxonomic re-arrangements are suggested for the genera Achelia,
Acheliana, Ammothella and Cilunculus.
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Introduction

Sea spiders (Arthropoda: Pycnogonida: Pantopoda) represent a small group of exclusively marine
arthropods which are distributed worldwide, from the tropical to the polar regions, from littoral to abyssal
depths. There are 1385 described species that are classified in 79 genera and 11 families (Bamber et al.
2015). They exhibit a typical “spider-like” appearance, with generally four pairs of walking legs attached
to a slender trunk. They show a remarkable diversity of forms (from the slender Nymphon Fabricius,
1794 to the stout Pychogonum Briinnich, 1764), a variable number of leg pairs (from 4 to 6), a wide size
range (leg span from 1 to 700 mm) and a great diversity of colours, ranging from the palest to the most
colourful (e.g., the multi-coloured Anoplodactylus evansi Clark, 1963) (Arnaud & Bamber 1987;
Bamber et al. 2015). The position of sea spiders as a class of the subphylum Chelicerata is accepted by
most recent molecular studies (Regier et al. 2010; Rehm et al. 2014; Roeding et al. 2009).

The pycnogonid families were distinguished based on the presence/absence and the structure of the three
cephalic appendages: chelifores, palps and ovigers (e.g., Hedgpeth 1948). However, the number of
families has varied heavily during the taxonomic history of Pycnogonida, from 8 families in Hedgpeth
(1948) to 27 in Fry (1978). More recent classifications have recognized between 9 (Arnaud & Bamber
1987) and 11 families (Bamber 2007b). The position of some genera was also highly debated (e.g.,
Pallenopsis Wilson, 1881, Endeis Philippi, 1843, Tanystylum Miers, 1879). The four previous molecular
studies on pycnogonids have questioned the validity of several families (Arango 2003b; Arango &
Wheeler 2007; Nakamura et al. 2007; Arabi et al. 2010). Among them, the most problematic taxon
probably remains the family Ammotheidae.

Originally, Dohrn (1881) gave an extensive definition of Ammotheidae by integrating the genera
Ammothea Leach, 1814, Barana Dohrn, 1881 (currently accepted as Ascorhynchus Sars, 1878), Clotenia
Dohrn, 1881 (accepted as Tanystylum) and Trygaeus Dohrn, 1881. Later during the same year, Hoek
(1881) created the family Ascorhynchidae combining Ascorhynchus, Ammothea and Tanystylum, inter
alia. The question of splitting Ammothea and Ascorhynchus (and their respective relatives) into two
families has always been a matter of debate, because they show puzzling combinations of characters
(e.g., the same chelae reduction vs different oviger structures). While most specialists included them in
a single family (e.g., Arnaud & Bamber 1987; Dohrn 1881; Hedgpeth 1941; Hoek 1881; Nakamura &
Child 1991; Stephensen 1933; Stock 1994), some early authors split them into two families (e.g.,
Bouvier 1923). Finally, molecular studies (Arango & Wheeler 2007; Nakamura et al. 2007; Arabi et al.
2010) cast doubt on the hypothesis of a single family (which was Ammotheidae according the priority
rule of taxonomic nomenclature). Nakamura et al. (2007) suggested the resurrection of the family
Ascorhynchidae, a position that was followed by the commonly used classifications of Bamber (2007b;
2015), but Ascorhynchidae and Ammotheidae were grouped into the same superfamily Ascorhynchoidea
Hoek, 1881 (and not “Pocock, 1904” as listed by Bamber 2007b and Bamber et al. 2015).

Even now, the status of Ammotheidae sensu Bouvier (1923) (i.e., excluding Ascorhynchidae) is rather
unclear. As previously commented by Bouvier, most of the characters used to describe this reduced
taxon show exceptions: for instance, their main character, i.e., the reduction of chelae to small buds, is
not constant (for example, adults of Nymphopsis muscosa Loman, 1908 bear chelate chelag); the number
of palp articles is highly variable (4 to 9); the abdomen can be articulated or not to the trunk, and their
development can be direct or larval (Bamber 2007b). The family Ammotheidae sensu Bouvier (1923)
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was found to be poly- or paraphyletic in the molecular studies of Nakamura et al. (2007) and Arango &
Wheeler (2007). However, these results may have been caused by the use of unreliable molecular data
(carryover DNA contamination and high levels of missing data, inaccurate methods of DNA alignment
and the extreme heterogeneity of nucleotide composition in the mitochondrial genes of sea spiders, see
Arabi et al. 2010). Nevertheless, the taxon was recovered monophyletic in the tree obtained from a
concatenation of five mitochondrial and nuclear markers, but based on only ten species (of the 297
described) (Arabi et al. 2010). Therefore, we consider that the status of Ammotheidae is an open question
that needs to be studied with a better taxonomic sampling, including more species diversity.

Previous studies on sea spiders have mainly focused on species from the Southern Ocean. As a
consequence, we have a great amount of knowledge on this fauna in terms of biodiversity (Le6n 2001;
Munilla & Soler-Membrives 2009, 2015), integrative taxonomy, population genetics (Arango et al.
2011; Dietz et al. 2015; Krabbe et al. 2010), biogeography (Griffiths et al. 2011; Munilla & Soler-
Membrives 2009) and parasitology (Schiaparelli et al. 2008). Historically, one of the first invertebrate
species described from Antarctica was a sea spider (Decolopoda australis Eights, 1835) and since then,
pycnogonids have been considered as a flagship group in Antarctica. Moreover, taxonomists were
particularly interested in Antarctic sea spiders because of their large size and their “extra-legged”
representatives (ten legs or more) (e.g., Bouvier 1910). In contrast, species from non-Antarctic regions
are often tiny in size, and thus more difficult to collect or study by non-specialists. As a consequence,
most of the barcode sequences (5° fragment of the gene encoding the first subunit of cytochrome c
oxidase, CO1) currently available for Ammotheidae in the nucleotide databases come from southern
ecoregions (South Australia, South America and Antarctica; Fig. 1).

Here, we investigated the diversity and phylogeny of Ammotheidae by focusing on sea spiders collected
in several poorly studied tropical areas (e.g., Papua New Guinea, South Madagascar, Marquesas Islands)
during the latest expeditions of the Muséum national d’Histoire naturelle of Paris (MNHN). We generated
104 sequences of the CO1 mitochondrial gene and 80 sequences of the 18S rRNA (18S) nuclear gene.
These datasets were analysed to address the following three main questions: (1) Are Ammotheidae
monophyletic? (2) Are the “big five” ammotheid genera (Ammothea, Achelia Hodge, 1864, Ammothella
Verrill, 1900, Cilunculus Loman, 1908 and Tanystylum) monophyletic? (3) How heterogeneous is the
base composition in CO1 sequences of Ammotheidae?

Material and methods
Sampling

The specimens selected for this study were collected during the following MNHN expeditions and deep
sea cruises (Fig. 2), organized under the “Planéete Revisitée” and “Tropical Deep Sea Benthos™ programs
(Bouchet et al. 2008; Richer de Forges et al. 2013): BATHUS 3 (New Caledonia, 1993), SANTO
(Vanuatu, 2006), CEAMARC (Antarctica, 2008), MAINBAZA (Mozambique Channel, 2009), ATIMO
VATAE (South Madagascar, 2010), BIOPAPUA (Bismarck Sea, Papua New Guinea, 2010), PAPUA
NIUGINI (Madang, Papua New Guinea, 2012), PAKAIHI | TE MOANA (Marquesas Islands, 2012),
KARUBENTHOS (Guadeloupe, 2012); KAVIENG (Kavieng, Papua New Guinea, 2014), GUYANE
2014 (off French Guiana, 2014), and ILES DU SALUT (French Guiana, 2014). Details of the field
operations are available at http://expeditions.mnhn.fr/. Some additional specimens have been provided
by IFREMER (BICOSE, BIOBAZ, HYDROMAR and FUTUNA 3 cruises). All the geographical
locations are reported in Appendix 1. The specimens were collected from littoral shores to hydrothermal
vents (3500 m depth).

DNA extraction, amplification and sequencing

Total DNA was extracted from a leg removed on specimens preserved in 80-95% ethanol using the
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The samples were lysed in 360 ul of ATL (twice
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as much as recommended by the manufacturer) and 40 pl of proteinase K. The volumes of AL and
ethanol were also doubled. The rest of the protocol followed the volumes indicated by the manufacturer.
Final extract volumes contained between 25 and 100 pl of DNA solution.

Two markers were sequenced for this study: the mitochondrial CO1 gene and the nuclear 18S gene. We
used a new set of primers to amplify CO1 sequences (Py-CO1-U: 5’-TCA-ACW-AAT-CAT-AAA-GAY-
ATT-GG-3’ and Py-CO1-L3: 5’-GGR-TCH-CCH-CCH-GMD-GGR-TC-3") and the three sets used in
previous studies for the 18S sequences (see details in Arabi et al. 2010). DNA amplification were done
using Hot start mix RTG Taq (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) in a 25 pl final volume containing
between 1 and 5 ul of DNA and 1l of each 10 mM primer. Initial denaturation was performed at 94°C
for 4 min, then we applied 40 cycles of denaturation-hybridization of 30 s at 94°C, 30 s at hybridization
temperature (50°C for CO1, 52°C for 18S), and 1 min at 72°C. Final elongation lasts 10 min at 72°C.
Purification and cycle sequencing were performed by Eurofins (Munich, Germany) using the PCR
primers detailed above.

Before this study ‘ After this study

[South West Pacific Hydrothermal Vents
3 unknown .
North Pacific Hydrothermal Vents Temperate Australia
Temperate Northern Pacific

12 21 . Temperate South America
1

Eastern Indo-Pacific

Southern Ocean

1

Central

Indo-Pacific £ Temperate

Northern Atlantic

12

Tropical Atlantic

Atlantic Hydrothermal Vents

23

Western Indo-Pacific

Temperate Australia
Temperate South America
Southern Ocean
Temperate Northern Atlantic
Tropical Atlantic

Atlantic Hydrothermal Vents 64 species

total :
Western Indo-Pacific 9 genera

— 28 species
6 genera
Central Indo-Pacific
Eastern Indo-Pacific
Temperate Northern Pacific
South West Pacific Hydrothermal Vents

North Pacific Hydrothermal Vents

unknown
10 5 0 5 10

number of species
number of genera m

Fig. 1. Barcode richness in GenBank before and after this study. A-B. Number of CO1 haplotypes before
(A) and after (B) this study as a function of the origins of the specimens sequenced. C. Number of species
(grey) and genera (black) represented by a CO1 sequence found in GenBank databases before (left) and after
(right) this study, classified by ecoregions. Littoral ecoregions defined according to Spalding et al. (2007)
and abyssal ecoregions following a simplification of Bachraty et al. (2009).
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The sequences were cleaned using CodonCode Aligner v. 3.7.1 (CodonCode Corporation, Dedham, MA,
USA) by comparing forward and reverse electrophoregrams. Nucleotide ambiguities were coded
according to the IUPAC nomenclature. Cleaning was achieved after multiple DNA alignments using Se-
Al v. 2.0al1 (Rambaut 2002). Each sequence was compared via BLAST methods (NCBI, Benson et al.
2015) in order to detect potential contaminations. The sequences were deposited in GenBank under
accession numbers KX535346-KX535450 (CO1) and KX536422-KX536501 (18S).

Phylogenetic analyses

The 104 CO1 barcodes and 80 18S sequences generated for this study were compared to all sequences
of Ammotheidae (48) and Aschorhynchidae (19) downloaded from GenBank. For other pycnogonid
families, we selected only species for which both CO1 and 18S sequences were available. Details on the
75 CO1 and 79 18S sequences from GenBank are provided in Appendix 1. The pycnhogonid tree was
rooted with 10 outgroup species, including two chelicerates (Uropygi: Mastigoproctus giganteus (Lucas,
1835); Xiphosura: Limulus polyphemus (Linnaeus, 1785)), six mandibulates (Stomatopoda: Squilla
empusa Say, 1818; Branchiopoda: Triops longicaudatus LeConte, 1846; Chilopoda: Lithobius
variegatus Leach, 1814 and L. forficatus (Linnaeus, 1785); Diplopoda: Thyropygus sp.and Orthoporussp.)
and two onychophorans (Opisthopatus cinctipes Purcell, 1899 and Peripatoides novaezaelandiae
(Hutton, 1876)). We avoided CO1 sequences characterized by an inverted bias in base composition (e.g.,
scorpions, spiders, etc.) in order to limit artefacts during phylogenetic reconstruction. This strategy was
determined in agreement with previous studies showing that asymmetric mutational constraints occurred
during the evolution of the mitochondrial genome of Chelicerata, including sea spiders (Hassanin et al.
2005; Hassanin 2006; Arabi et al. 2010, 2012).

Fig. 2. Regional distribution of the studied specimens. Green diamonds indicate locations where specimens
were collected at shallow depths (< 100 m), blue circles those from deep-sea samplings; the combinations
of both symbols indicates mixed samplings (below and above 100 m depth). 1. Futuna; 2: Marquesas
Islands; 3: Guadeloupe; 4: French Guiana; 5: Mid-Atlantic Ridge, Snake Pit site; 6: Mid- Atlantic Ridge,
Logatchev site; 7: Mid-Atlantic Ridge, Lucky Strike site; 8: Mozambique Channel; 9: South Madagascar;
10: Antarctica, Terre Adélie; 11: Papua New Guinea; 12: New Caledonia and Vanuatu.
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The 18S alignment was achieved using a first trial with CodonCode Aligner v. 3.7.1, and it was optimized
manually on Se-Al v. 2.0a11. Several regions with too many ambiguous positions for homology were
removed from the analyses. In other regions that are difficult to align, but which provide phylogenetic
information at lower taxonomic levels, we chose a different strategy based on the use of different
taxonomic blocks. For instance, the region located at positions 679-693 (with respect to the DQ389932
sequence) was aligned using four shifted blocks corresponding to the following taxa: (1) Ammotheidae
Dohrn, 1881, Nymphonidae Wilson, 1878, Callipallenidae Hilton, 1942 and Pallenopsidae Fry, 1978,
(2) Ascorhynchidae Hoek, 1881 and Endeidae Norman, 1908, (3) Phoxichilidiidae Sars, 1891, and
(4) Colossendeidae Jarvinsky, 1870, Pycnogonidae Wilson, 1878 and Austrodecidae Stock, 1954.

Phylogenetic analyses were performed with MrBayes v. 3.2.2 (Ronquist & Huelsenbeck 2003), running
4 chains for 10 million generations, and a 25% burn-in. We analysed the 18S and CO1 (partitioned by
codon positions or without partition) datasets separately, and the model (i.e., GTR+G +1) was selected
using the best AIC score calculated on jModelTest (Posada 2008). For the reduced dataset of 135 taxa
used for the concatenation of CO1 and 18S markers, we performed a partitioned analysis using a GTR
for each marker.

Analysis of the nucleotide compostion in COI sequences

Strand-bias in nucleotide composition was analysed at third codon positions of CO1 sequences. As
similar trends were previously found for two- and fourfold degenerate sites (Hassanin et al. 2005), we
followed the simplified approach previously published in Arabi et al. (2010), in which AT and CG skews
were calculated on all third codon positions of CO1 sequences using the following formulas: AT skew
=(Fa-F1)/ (Fa+ FT)and CG skew = (Fc - Fg) / (Fc + Fg), where F is the frequency of the considered

nucleotide at third codon positions. The skew values were considered as significant if the null hypothesis
could be rejected to a confidence level of 5%.

Results

Datasets

The great extent of localities and depth range explored here allowed us to examine a large diversity of
pycnogonids from 8 of the 11 families and from the seven main genera of Ammotheidae, except Ammothea
(i.e., Achelia, Ammothella, Cilunculus, Nymphopsis Haswell, 1884, Sericosura Fry & Hedgpeth, 1969
and Tanystylum). The presently monospecific Acheliana Arnaud, 1971 is also sequenced for the first time
with an undescribed species (in prep.). With the sequences extracted from GenBank (see Appendix 1),
we included one additional ammotheid genus (Ammothea) and two other families (Austrodecidae and
Colossendeidae) in the analyses.

We detected several potential errors in the GenBank sequences, involving substitutions in highly
conserved regions (e.g., Ammothea hilgendorfi DQ389936; Anoplodactylus batangensis DQ389918), as
well as unexpected indels in the 18S stems, which are very constrained regions (see below) (e.g.,
Ascorhynchus castelloides DQ389905; Callipallene novaezealandiae DQ389927; Anoplodactylus
batangensis DQ389918). However, these potential errors were not so problematic for phylogenetic
inferences, since most of them are autapomorphic. More worrying is the misleading effect of the 18S
sequence of Pentapycnon charcoti (DQ389924) on phylogenetic reconstruction. Indeed, our preliminary
analyses revealed its chimeric origin as positions 1 to 923 correspond to an undetermined fungus. In this
case, we excluded the fungal part of the sequence from the alignment. Similar problems have previously
been described in Arabi et al. (2010) for other sea spiders. Other sequences susceptible to generate
reconstruction artefacts, due to their poor quality (highly divergent sequences in conserved regions) or
their shortness, were removed from the analyses (CO1: Achelia alaskensis DQ390093; 18S: Pallenopsis
macronyx DQ389908).
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The CO1 alignment contains 179 sequences (of which 104 are new) and 618 nucleotides representing
376 informative characters (369 without outgroups). It is worth noting that all specimens of the genus
Eurycyde Schiddte, 1857 share a synapomorphic deletion of two codons in the CO1 gene (positions
472-477 in the DQ390087 sequence of Achelia assimilis). There is no significant difference between
the COL1 analyses made with or without partition (Fig. 3). The 18S alignment contains 159 sequences (of
which 80 are new) and 1750 nucleotides (including gaps due to alignment) representing 321 informative
characters (idem without outgroups). The 18S tree is shown in Fig. 4. The concatenation of the two
markers contains 135 sequences and 2550 nucleotides representing 746 informative characters (602
without outgroups). The tree obtained from the concatenation is illustrated in Fig. 5.

Phylogenetic relationships

The monophyly of Pycnogonida is supported by maximal values of posterior probability (PP = 1) in all
analyses. Most families are monophyletic with high support (PP > 0.9) in most analyses: Colossendeidae,
Endeidae, Pallenopsidae, Phoxichilidiidae and Pycnogonidae. In the CO1 tree (Fig. 3), however,
Pallenopsidae is recovered as paraphyletic (PP = 0.87) and the monophyly of Phoxichilidiidae is less
robust (PP < 0.5). The family Ascorhynchidae is found to be monophyletic in the concatenated analysis
(PP = 0.9) (Fig. 5) and the 18S analysis based on 135 specimens (PP = 0.72) (Appendix 2), whereas
different, but unrobust relationships are shown in other analyses (PP < 0.6). All members of the families
Callipallenidae and Nymphonidae are systematically grouped, but these taxa are always found to be
either poly- or paraphyletic.

Within pycnogonids, most basal relationships are poorly supported (PP < 0.8), but the families Austro-
decidae and Pycnogonidae are found to be the first divergent lineages in most topologies (Figs 3-5,
Appendix 2). However, these results only show good support in the combined analysis, where
Austrodecidae and Pycnogonidae are the first and second offshoots, respectively (PP > 0.85). The family
Colossendeidae is the next taxon to diverge in both combined and 18S analyses, but this has only weak
support (PP = 0.57-0.77) (Figs 4-5). In the CO1 analyses (Fig. 3, Appendix 2), Colossendeidae appear
as the sister-group of Phoxichilidiidae (PP = 0.69 and 0.93), and they are allied to the clade uniting
Nymphonidae and Callipallenidae (PP = 0.82) in the CO1 analysis based on 179 haplotypes (Fig. 3).

The clade uniting Callipallenidae and Nymphonidae is grouped with Ascorhynchidae in the 18S and
combined analyses (PP = 0.72-0.93) (Figs 4-5, Appendix 2). In the CO1 analysis based on 135
specimens (Appendix 2), however, the paraphyletic ascorhynchids are grouped with some ammotheids
(i.e., excluding the “Achelia sawayai group”, see below) and Pallenopsidae (PP =0.81).

The family Ammotheidae appears to be monophyletic in the 18S and CO1 + 18S trees with good supports
(PP =0.83-0.95) (Figs 4-5, Appendix 2). The CO1 analyses (Fig. 3, Appendix 2), however, support its
polyphyly (PP = 0.81-0.9) due to the position of the “Achelia sawayai group” (Achelia sawayai Marcus,
1940 + Achelia sp. 15 + specimen MNHN-IU-2013-18602), which is found to be monophyletic with
maximum support in all analyses (PP = 1) and divergent from other Ammotheidae (PP = 0.79).

Two major subfamilies of Ammotheidae can be distinguished: (1) Achelinae Wilson, 1881, which
includes Achelia, Nymphopsis, Tanystylum, all Ammothella except A. stauromata Child, 1982 and
A. biunguiculata Dohrn, 1881, and Cilunculus gracilis Nakamura & Child, 1991 (see 18S analysis in
Fig. 4); and (2) Ammotheinae Dohrn, 1881 emend., which is composed of the genera Ammothea,
Acheliana, Sericosura, all Cilunculus but C. gracilis, and the species Ammothella stauromata and
A. biunguiculata (see 18S analysis in Fig. 4). The subfamily Ammotheinae is supported in all analyses,
in general with highest support values. The subfamily Achelinae is monophyletic in the 18Sand CO1
+ 18S trees (PP = 1) (Figs 4-5, Appendix 2), but paraphyletic in the CO1 trees (PP = 0.94-0.98) (Fig.
3, Appendix 2) because the “Achelia sawayai group” appears as the sister-group of Endeidae
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Fig. 3. Bayesian tree of Pycnogonlda based on 179 sequences of the mitochondrial CO1 gene (partitioned
analysis). Coloured rectangles show non-ammotheid families, and coloured branches discriminate
ammotheid genera. The numbers at the nodes indicate posterior probabilities greater than 0.5. Symbols
associated with each taxon name indicate the bias in base composition, as expressed by AT (circles) and
CG (squares) skews (see main text for details): blue symbols represent a significant positive bias; red
symbols indicate a significant negative bias; uncoloured symbols show insignificant values of skews.
Asterisks after taxon names indicate holotype specimens. The arrow at the top of the tree shows the
connection with Part 2 of the tree (see next page).
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(PP =0.5-0.74). In the 18S and combined analyses (Figs 4-5, Appendix 2), the “Achelia sawayai group”
is included within Achelinae, where it constitutes a strongly supported clade with Tanystylum (PP = 1).

Within Achelinae, the monophyly of Nymphopsis is recovered in all analyses (PP = 0.56-0.64 in CO1
analyses, PP = 1 in 18S and concatenated analyses). In the CO1 + 18S tree (Fig. 5), Ammothella s. str.
(excluding A. stauromata and A. biunguiculata) constitutes a monophyletic clade (PP = 1), but the 18S
tree (Fig. 4) shows that Cilunculus gracilis (which is absent from the CO1 tree) also falls into this clade
(PP =0.95). In the CO1 analyses (Fig. 3, Appendix 2), Ammothella s. str. is found to be polyphyletic: a
first group, which includes Ammothella sp. 7, A. tuberculata Cole, 1904 and A. appendiculata (Dohrn,
1881), is related to Nymphopsis with rather strong support (PP = 0.6-0.88); a second group, which is
only represented by the species Ammothella setacea (Helfer, 1938), is close to the genus Tanystylum (PP
=0.9); and a third group, which is composed of Ammothella sp. 1, 2, 6, 12, 14, 15, A. spinifera Cole, 1904
and A. tippula Child, 1983 (PP = 0.6), shows an unstable position with respect to other lineages of
Achelinae. The monophyly of Achelia s. str. (i.e., excluding the “Achelia sawayai group”) is well
supported in all analyses (PP = 0.92-1), except in the 18S tree of Fig. 5, where its paraphyly is not found
to be robust (PP <0.5).

Within Ammotheinae, Ammothea is constantly shown as paraphyletic due to the inclusive position of
the genus Acheliana (PP = 1) (Figs 3-5, Appendix 2). The genus Cilunculus (excluding C. gracilis) is
found to be monophyletic in the 18S and CO1 + 18S trees (PP = 0.95-1). The genus Sericosura is
monophyletic in all analyses (PP = 0.97-1).

Nucleotide composition in CO1 sequences

The analysis of third codon positions of the CO1 gene shows that most families of Pycnogonida are
characterized by positive values for AT and CG skews (Fig. 3; detailed values in Supplementary file),
which means that their sequences have an excess of A relative to T nucleotides and of C relative to G
nucleotides. However, the AT skew is significantly negative in most species of the genus Anoplodactylus
Wilson, 1878 (10 on 14), and in Austrodecus glaciale Hodgson, 1907. In the clade grouping
Callipallenidae and Nymphonidae, two unrelated species (MNHN-1U-2014-8371 Nymphonidae gen. sp.
and Nymphon hamatum) also show negative AT and CG skews. For the family Ammotheidae, our
analyses revealed a higher heterogeneity of base composition. The members of the subfamily Achelinae
exhibit a strong heterogeneity: for most taxa, the skew values are non-significant (e.g., Nymphopsis and
Achelia excluding the “Achelia sawayai group”); Ammothella, Achelia and Tanystylum generally have
negative skews, but with some exceptions (Achelia boschi Stock, 1992; A. assimilis (Haswell, 1885);
Ammothella spinifera Cole, 1904; Ammothella sp. 15; Tanystylum neorhetum Marcus, 1940 all show
positive skews); the “Achelia sawayai group,” however, shows a strong positive bias.

Discussion

Monophyly and low supports of interfamilial relationships

Both our CO1 and 18S analyses supported the monophyly of most pycnogonid families. In contrast, the
two families Ammotheidae and Ascorhynchidae were only recovered as monophyletic in the 18S trees.
In the CO1 trees, the polyphyly of Ammotheidae sensu Bouvier (1923) seems to be robust  (but see
next paragraph below), whereas the polyphyly of Ascorhynchidae is not highly supported (PP < 0.6).
For Ascorhynchidae, the lack of robustness suggests that their basal diversification (i.e., the divergence
between Ascorhynchus and Eurycyde) was more ancient than in other families, excepting, perhaps,
Ammotheidae (see below). Indeed, for the deepest nodes of the CO1 trees most of the genuine
phylogenetic signal has been erased because of the high saturation of synonymous substitutions in the
mitochondrial genome and the low levels of variation observed at non-synonymous sites of the CO1
gene (very high selective pressure). This explains why the CO1 gene did not provide robust supportfor
most interfamilial relationships (Fig. 5). The sole exception concerns Callipallenidae and Nymphonidae,
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which are grouped together at the end of a very long branch in the CO1 and CO1 + 18S trees (Figs 3,
5). This result clearly indicates that the divergence between Callipallenidae and Nymphonidae is more
recent than that of other families. In agreement with this view, they share many morphological
characters, including the structure of the 10-articled ovigers and the presence of well-developed chelae
(Bamber 2007b). In addition, our datasets did not provide any evidence for their reciprocal monophyly.
On the contrary, our analyses suggested that these two families are reciprocally polyphyletic (PP<0.92).
However, we found very different polyphyletic patterns inthecombined, CO1 and 18Sanalyses (Figs 3-5),
which suggests that CO1 and/or 18S genes are not the best markers to resolve relationships at this level
of the pycnogonid tree (Figs 3—4, Appendix 2).

Even with the 18S dataset, most basal relationships within Pycnogonida were not well-resolved,
suggesting that most families of Pycnogonida have diverged rapidly from each other. As pointed out by
Charbonnier et al. (2007), there is a substantial hiatus in the fossil record of Pycnogonida, between the
Devonian (ca 400 Mya) and the Jurassic (ca 160 Mya), and the concomitant appearance of several
different families during the Mesozoic is in agreement with a crown group radiation. To explain both
the lack of resolution for interfamilial relationships and the long branch that separates outgroups from
pycnogonids, Arabi et al. (2010) have also suggested that a very long period of time occurred between
the origin of Pycnogonida, and the subsequent rapid diversification that led to extant families.

Strong heterogeneity in base composition in the CO1 gene of Ammotheidae

The analyses of CO1 and 18S genes revealed real discordance regarding the phylogeny of Ammotheidae.
In the 18S tree (Fig. 4), the family Ammotheidae is found to be monophyletic and it can be divided into
two major clades corresponding to the subfamilies Ammotheinae and Achelinae. In the CO1 tree (Fig. 3),
the family appears to be polyphyletic: most species of Achelinae fall into the paraphyletic Pallenopsidae,
whereas those of the “Achelia sawayai group” are related to the Endeidae, the Ammotheinae being their
sister group. As exposed in detail below, we suggest that the apparent topological conflict between CO1
and 18S markers is the consequence of the combined effects of mutational saturation and multiple
changes in base composition during the mtDNA evolution of Ammotheidae.

Previous studies have shown that in most species of Metazoa, the double-stranded and circular
mitochondrial genome presents a typical strand asymmetry, in which synonymous sites of the positive
strand are characterized by an excess of A relative to T nucleotides and of C relative to G nucleotides
(i.e., positive AT and CG skews), while synonymous sites of the complementary negative strand show a
reverse bias. This strand-bias in base composition is the consequence of asymmetric mutational
constraints during replication and/or transcription of the mtDNA genome (Hassanin et al. 2005;
Hassanin 2006). Hassanin et al. (2005) have suggested that the orientation of the control region of the
mtDNA is crucial in the establishment of asymmetric mutational constraints, because this region
contains both replication and transcription origins. In support of that hypothesis, they showed that two
kinds of mitogenomic inversions can lead to a reversal in nucleotide composition: (1) inversion of the
control region can result in a global reversal of asymmetric mutational constraints; (2) inversion of a
genomic fragment can result in a local reversal of asymmetric mutational constraints. Several reversals
of strand specific bias were identified in CO1 sequences of Chelicerata (Arabi et al. 2010, 2012)
including the common ancestors of Scorpiones and Opisthothelae spiders, as well as several taxa within
Acari, Opiliones, Pseudoscorpiones and Pycnogonida. Within Pycnogonida, Arabi et al. (2010, 2012)
have revealed a strong heterogeneity in base composition, particularly among ammotheids, with taxa
characterized by positive AT and CG skews (Achelia assimilis), positive CG skew but no significant bias
for AT (Ammothea), negative AT and CG skews (e.g., Achelia hispida Hodge, 1864, Ammothella
tuberculata and Nymphopsis duodorsospinosa Hilton, 1942) and negative AT skew but no significant
bias for CG (Ammothella appendiculata). Our analyses showed that the situation is even more complex
with the detection of two additional categories: taxa with no significant strand-bias (e.g., Nymphopsis)
and taxa with negative CG skew but no significant bias for AT (e.g., Tanystylum orbiculare Wilson, 1878).
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More importantly, our analyses of base composition in CO1 sequences suggest that the apparent
polyphyly of Ammotheidae and that of Achelinae resulted from artefacts in tree reconstruction, because
Ammotheinae, Achelinae s. str. (excluding the “Achelia sawayai group”) and the “Achelia sawayai
group” exhibit clear differences in base composition. Indeed, many species of Achelinae excluding the
“Achelia sawayai group” are characterized by one or two negative skews in their CO1 sequence. Only
four species of this large clade appear to be characterized by positive AT and CG skews (Achelia assimilis,
Ammothella sp. 15 + A. spinifera, and Tanystylum neorhetum), and all of them occupy a derived position
within the subfamily. As a consequence, we can infer that the CO1 sequence of the most recent common
ancestor of Achelinae was characterized by a negative AT skew and a negative or non-significant CG
skew. In contrast, all species of the “Achelia sawayai group” clade have positive AT and CG skews, and
those of the Ammotheinae clade generally show a positive CG skew associated with a non-significant
AT skew. As pointed out in previous studies, important differences in base composition of mtDNA genes
may be misleading for phylogenetic inferences, because they can produce artefacts such as Long Branch
Attraction (LBA), when distantly related taxa with similar base composition tend to group together, or
the opposite, Long Branch Repulsion (LBR), when closely related taxa with reverse strand-specific
biases do not group together (Hassanin et al. 2005; Hassanin 2006; Arabi et al. 2010, 2012).

Here, we suggest that the CO1 polyphyly of Achelinae and Ammotheidae can be explained by both LBA
and LBR artefacts, because two groups of Achelinae have very different base compositions, and because
each of them tends to be attracted by the taxa with the most similar strand-specific bias, i.e., Endeidae
for the “Achelia sawayai group” and Pallenopsis macneilli Clark, 1963 for all other species of Achelinae,
resulting in the apparent polyphyly of Achelinae and Ammotheidae. This effect is particularly misleading
for Ammotheidae because their diversification is assumed to be ancient, as revealed by their remarkable
morphological diversity and by our analyses of 18S and CO1 genes (up to 25% divergence between
ammotheid CO1 sequences). In this context, and given that the 18S gene is more appropriate for studying
the deepest nodes of arthropod classes (e.g., Mallatt et al. 2004; Arabi et al. 2012), we conclude that our
nuclear gene gave accurate information for the monophyly of Ammotheidae, Ammotheinae and
Achelinae. Morphologically, all representatives of Ammotheidae sensu Bouvier (1923) share the
structure of the ovigers with feeble strigilis, without rows of compound spines, and generally without
terminal claw. The grouping of Achelia, Ammothella s. str., Nymphopsis and Tanystylum in the subfamily
Achelinae also makes sense from a purely morphological perspective. Indeed, Ammothella s. str. and
Nymphopsis, which are shown as sister-groups in our study, share a lot of characters (long abdomen,
eventually bi-articulated and trumpet-like scapes, long ocular tubercle), while Achelia and Tanystylum
share a discoidal body outline.

Taxonomic implications

Only two ammotheid genera, Nymphopsis and Sericosura, are found to be monophyletic. Interestingly,
specimens of Sericosura from the Pacific (Sericosura sp. 1 and S. venticola Child, 1987) occupy a
paraphyletic position with respect to the Atlantic specimens (Sericosura sp. 2 and S. heteroscela Child &
Segonzac, 1996). This pattern is coherent with the biogeographic model proposed by Bachraty et al.
(2009), in which they suggested that most hydrothermal vent taxa have dispersed from the Pacific into
the North Atlantic Ocean by a deep-sea corridor that stayed open until the closure of the Panama Isthmus
around 3 million years ago.

The genus Achelia is polyphyletic: most species are grouped into a robust clade, whereas the “Achelia
sawayai group” is placed within the genus Tanystylum. However, the paraphyly of Tanystylum was not
highly supported by the 18S dataset, suggesting that the hypothesis of monophyly cannot be excluded.
Although Achelia and Tanystylum share some superficial similarities, the latter genus shows a typical
morphology characterized by palps with a reduced number of articles. Therefore, we consider that
further studies are needed to decide whether a new genus should be described for members of the
“Achelia sawayai group”.
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The inclusive position of Acheliana within the genus Ammothea suggests that Acheliana should be
synonymized with Ammothea. This result was partially perceived by Arnaud (1971a), who noted the
close relationship between the two genera. However, the type species of Acheliana, A. tropicalis Arnaud,
1971, must be re-examined to provide a definitive conclusion.

The genus Cilunculus is polyphyletic in the 18S tree, because the species C. gracilis is included within
Ammothella. Misidentification is rather unlikely, as the 18S sequence of C. gracilis was produced by
Nakamura et al. (2007), who described the species with Child in 1991 (Nakamura & Child 1991). A
taxonomic issue is a more plausible explanation. Indeed, C. gracilis is one of the seven species of
Cilunculus presenting a two-jointed scape, a characteristic shared with all species of the genus
Ammothella. Nakamura & Child (1991) themselves recognized that C. gracilis was closely allied to
Ammothella. Its assignation to the genus Cilunculus was based on the presence of a (shallow) hood-like
extension of the head above the chelifores and the proboscis (Loman 1908). However, according to Child
(1994), this is the only character to “temporarily” support a genus (Cilunculus) which “hangs rather
precariously over the pit of synonymy”, and Nakamura et al. (2007) also expressed the unclearness of
this character for several species. Now, it is becoming obvious that a revision of the genus Cilunculus is
urgently needed, as our results confirmed that the presence of a cephalic hood is not a reliable character
for diagnosing members of this taxon. As there is no reason to wait to reassign the currently discussed
species to the genus Ammothella, we refer to it as Ammothella gracilis (Nakamura & Child, 1991) comb.
nov. The status of other species of Cilunculus with two-jointed scapes and shallow hoods will probably
follow the same reassignment in forthcoming revisions.

The genus Ammothella is polyphyletic in all analyses, as most species are clustered into the Achelinae,
whereas A. stauromata, and potentially A. biunguiculata (according to 18S data), are robustly placedin
the Ammotheinae. From a morphological point of view, both latter species possess the typical characters
of the genus Ammothella, but A. biunguiculata shows a very original profile with short chelifores and short
abdomen (see Dohrn 1881; Bouvier 1923; Hedgpeth 1941), and A. stauromata is easily recognizable,
with its characteristic dorso-median tubercles (see Child 1982; Fig. 6A, C). Therefore, both molecular
and morphological data suggest that the taxonomic status of these two species must be revised. For

A. biunguiculata, no taxonomic change can be proposed here because we do not have morphological
material and the CO1 sequence is not available. For A. stauromata, however, we can describe a new
genus, maybe provisional, as there is no evidence for a relationship with any other described genus.
Thus, this taxon must receive due attention in future studies.

Family Ammotheidae Dohrn, 1881
Subfamily Ammotheinae Dohrn, 1881 emend.

Teratonotum gen. nov.
urn:lsid:zoobank.org:act:CD6D82C7-EOEC-4E46-A2C6-559678E48B29

Fig. 6

Type species
Ammothella stauromata Child, 1982: 270 (in list), 271-273, fig. 1.

Ammothella stauromata — Arango 2003a: 2730-2731. — Bamber 2004: 2-3, 21 (in tab.); 2007a: 256
(in list). — Child 1987: 180 (in list); 1988: Il (in list), 5-7, 30-31 (in list); 1990: 316 (in description);
1996: 544; 1998: 290-291. — Mudiller 1989: 125; 1990a: 66; 1990b: 106. — Nakamura & Child 1988:
809-810. — Stock 1994: 29.
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Fig. 6. Teratonotum stauromatum (Child, 1982) gen. et comb. nov. (MNHN-1U-2013-17964). A. Dorsal
view. B. Propodus of third leg. C. Dorsal view of body. D. Ventral view of body. Abbreviations: ab =
abdomen; ac = auxiliary claw; ch = chelifore; ct = chelifore tubercle on the anterior tip of the first scape;
dt = dorsal tubercle; mc = main claw; ot = ocular tubercle; ov = oviger; pa = palp; pb = bulbous tubercle
bearing the palp; pp = propodus; pr = proboscis; s = strigilis; t = tarsus. Scale bars: A=0.5mm; B=0.1 mm;
C-D =0.2 mm.
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Diagnosis

Trunk slender, totally segmented; ocular tubercle present, with three long, slender dorso-median
tubercles; abdomen long, straight, almost vertical; scapes bi-articled, more proximal article with dorso-
distal slender tubercle, chelae atrophied in adult; palps 9-articulated, originating from bulbous tubercles
(with slender tubercle) placed anterolaterally on cephalic segment; oviger 10-articulated, originating
ventral to first lateral processes, strigilis with denticulate spines; third leg with a single cement tube at
anterior tip in males, tarsus short, propodus curved, auxiliary claws present.

Etymology

tépog (téras): monster, and vdtov (noton): back (ancient Greek); referring to its remarkable back
tubercles. Gender neutral.

An underestimated biodiversity

The COL1 data generated in this study on specimens collected during the recent MNHN expeditions
indicate that the diversity of Ammotheidae was poorly represented in the nucleotide databases, such as
GenBank and BOLD (Ratnasingham & Hebert 2007). Indeed, all our new CO1 sequences show at least
7% of nucleotide divergence with the ca 430 pycnogonid sequences available in GenBank, and even up
to 11% if the genus Sericosura is excluded from the comparisons. This means that none of the
ammotheids analysed here can be identified at the species level using molecular barcoding. Actually,
this result is not surprising if we consider that most of the pycnogonids previously registered in the
GenBank and BOLD databases were collected along the coastlines of temperate South America (Chile
and Argentina) and Antarctica (Fig. 1), whereas our specimens come from widely spread geographic
areas, i.e., French Guiana, Guadeloupe, Madagascar, Marquesas Islands, New Caledonia, Papua New
Guinea, Vanuatu, and Atlantic and Pacific vents (Fig. 2). Besides, another issue for molecular taxonomy
is the fact that most of the barcode sequences deposited in BOLD were not identified to the family level
(958 of 1315, 72.85%). Beyond a problem of molecular taxonomy, ammotheids, and more generally
pycnogonids, suffer from a lack of knowledge. For instance, our specimens collected along the coastlines
of southern Madagascar show a far more rich diversity than previously recorded in the literature: five
different species of Achelia were identified, whereas only two species were previously known from
Madagascar; none of the species of Ammothella and Endeis studied here were known in the region; and
a new species of Acheliana was found (Arnaud 1971a, 1971b, 1972, 1973; Stock 1974). In a more
general way, it seems that the large collection of sea spiders assembled during the MNHN expeditions
represents an important input to our knowledge of this group and promises the description of numerous
new species (in prep.).
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Appendix 1 — CO1 and 18S sequences used for this study, including GenBank accession
numbers.
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Appendix 2 — Separated Bayesian analyses on the CO1 and 18S markers.

Supplementary file — base composition in CO1 sequences, with bias in third position
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Appendix 2A. Bayesian tree of Pycnogonida based on
135 CO1 sequences (un-partitioned analysis). Coloured
rectangles show non-ammotheid families, and coloured
branches discriminate ammotheid genera. The numbers
at the nodes indicate the posterior probabilities superior
to 0.5. Asterisks associated to taxon names indicate
holotype specimens. Outgroups were removed for
better readability.
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Appendix 2B. Bayesian tree of Pycnogonida
based on 135 18S sequences. Coloured
rectangles show non-ammotheid families, and
coloured branches discriminate ammotheid
genera. The numbers at the nodes indicate the
posterior  probabilities  superior to 0.5.
Asterisks associated to taxon names indicate
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for better readability.
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Perspectives

Notre étude sur les Ammotheidae ne comportant pas de Rhynchothoracidae, il n’a pas
été possible de tester sa possible paraphylie, comme cela avait été suggéré par Arango &
Wheeler (2007), mais sur la base d’un jeu de données trés incomplet. Des spécimens collectés
en 2016 en Martinique nous ont permis de séquencer les génes CO1 et 18S sur deux espéces de
Rhynchothorax. Les analyses du géne CO1 (en chapitre 1V) sont en accord avec les résultats de
Nakamura et al. (2007), mais les soutiens restent faibles. Les deux espéces présentent un biais
de composition du CO1 différent (I’un enrichi en A et C, I’autre en G et T) , ce qui pourrait
expliquer le faible soutien du clade [Pycnogonidae, Rhynchothoracidae], ainsi que de la
monophylie des Rhynchothorax. Les analyses reposant sur le seul géne 18S et sa concaténation
avec CO1 permettront peut-étre d’élucider la position des Rhynchothorax au sein des

Pycnogonides.

L’absence de nombreux genres d’Ammotheidae (Austroraptus, Dromedopycnon,
Elassorhis, Hedgpethius, Hemichela, Megarhetus, Oorhynchus, Paranymphon, Proboehmia,
Prototrygaeus, Scipiolus, Trygaeus) est un deuxieme point de frustration de notre étude. De ce
fait, la délimitation de la famille reste a éclaircir. L’incertitude concerne principalement les
genres rares inclus soit dans la famille Ammotheidae, soit dans la famille Ascorhynchidae ou
bien considérés comme Ascorhynchoidea incertae sedis (Bamber 2007b) et donc
potentiellement dans une ou plusieurs familles distinctes. Un exemple frappant est celui de
Paranymphon, décrit comme Ammotheidae dont il porte 1’organisation lache des épines du

strigilis, mais arborant une griffe terminale.

Faute de matériel disponible, aucun de ces genres rares n’a pu étre intégré dans 1’étude,
a I’exception d’Acheliana. La collecte de nouveaux spécimens dans les localités types est peut-
étre I’option la plus simple (par exemple pour Paranymphon), mais dans certains cas, aucun
spécimen n’a été collecté depuis 1’holotype (e.g. Calypsopycnon georgiae ; Hedgpeth 1948).
Par le passé, les tentatives d’extraction d’ADN sur des spécimens anciens des collections n’ont
pas permis de produire des données de sequences. Des problemes similaires ont été constatés
chez les araignées par Miller et al. (2013). Ces auteurs proposent d’ailleurs de placer les
spécimens directement dans le tampon de lyse lors de la collecte pour rallonger la « durée de
vie » des molécules d’ADN, tout en étant faiblement destructif pour le spécimen. Ils ont ainsi
pu réaliser le barcoding de spécimens de 3 mm vieux de 15 ans. Cependant, dans le cas des

pycnogonides, il est fort probable que les articulations, particulierement fragiles, ne résisteront
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pas longtemps dans un tel tampon de lyse. Quoi qu’il en soit, ce protocole reste limité a des
specimens recemment collectés, et il ne permettra pas de séquencer I’ADN des spécimens

anciens, plongés eux dans 1’alcool depuis des décennies.

Figure 15. Exemples de strigilis chez les Ascorhynchidae et les Ammotheidae : Ascorhynchus horologium,
Ascorhynchidae (d’aprés Child 1992) (a); Parnymphon spinosum, Ammotheidae (d’aprés Hong & Kim

1987) (b) ; Achelia opax, Ammotheidae (Nakamura & Child 1983) (c).
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Chapitre I11. Phylogénie des pycnogonides et génome mitochondrial

Introduction

Le génome mitochondrial (ou mitogénome) est couramment utilisé en phylogénie (e.g.
Fenn et al. 2008 ; Crampton-Platt et al. 2015) du fait des nombreux avantages qu’il représente :
cette molécule d’ADN double-brin est classiqguement circulaire, de petite taille (généralement
14 a 19 kpb chez les arthropodes ; Pisani et al. 2013) et présente en plusieurs copies dans tous
les tissus chez la grande majorité des Eucaryotes (Burger et al. 2003), ce qui la rend facile a
extraire, a séquencer et a assembler. Sa structure conservée (13 génes protéiques, 22 génes
d’ARNt, 2 d’ARNTr, une région de controle qui contient 1’'une des origines de réplication ;
Wolstenholme 1992 ; Taanman 1999 ; fig. 16) et souvent compacte (régions intergéniques

réduites, introns généralement absents ; Anderson et al. 1981) donne acces a une grande

Figure 16. Le génome mitochondrial de Limulus polyphemus, avec les génes codant pour les protéines (gris), pour les
ARNr (jaune) et pour les ARNt (vert), ainsi que la région de controle (violet). Le sens des génes est indiqué par les
fleches noires (sens direct) et grises (sens inverse). Ordre des geénes d’apres Staton et al. (1997) ; figure d’aprés Arabi

(2010).
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quantité de données pour les analyses phylogénétiques. Les réarrangements de génes sont
relativement rares, en faisant d’excellent caractéres discrets pour soutenir des nceuds
controversés (Boore & Brown 1998 ; Boore et al. 1998 ; Dowton et al. 2002). Les problémes
de paralogie sont rares (mais ils existent, voir notamment les problémes de I’ADN
mitochondrial nucléaire (NUMT), e.g. Meyer & Paulay 2005 ; Behura 2007). Malgré une
évolution plus rapide que le génome nucléaire di a un héritage exclusivement maternel (Page
& Holmes 1998) et a la multiplicité des copies qui facilite I’accumulation des mutations (Burger
et al. 2003), I'utilisation du génome mitochondrial s’est montré utile pour la résolution de
nceuds phylogénétiques profonds (e.g. Wei et al. 2010) et/ou anciens (pour des divergences
datant du Tertiaire au Permien ; Fenn et al. 2008) pour différents groupes d’arthropodes. Son
utilisation semble donc tout indiquée pour les pantopodes, dont les nceuds profonds (notamment
les relations interfamiliales) restent mal résolus (Sabroux et al. 2017), et dont la diversification
semble s’étre passée entre le Dévonien et le Jurassique (chapitre 1). Cependant, jusqu’a
maintenant, seuls sept génomes mitochondriaux de pycnogonides (complets ou sub-complets)
ont été séquences, représentant seulement 3 des 11 familles couramment acceptées (Bamber et
al. 2018) : Nymphon gracile (Podsiadlowski & Bradand 2006), Achelia bituberculata (Park et
al. 2007), Ammothea hilgendrofi, Nymphon sp. et Tanystylum orbiculare (Masta et al. 2010),
Colossendeis megalonyx (Dietz et al. 2011), Ammothea carolinensis (Carapelli et al. 2013) (fig.
17). Ces génomes mitochondriaux ont permis de révéler un grand nombre de réarrangements,
notamment dans I’ordre des ARNt, plus rarement dans I’ordre des genes codant pour les
protéines (Arabi et al. 2012), suggérant ainsi une grande plasticité du génome mitochondrial
chez les pycnogonides.

De plus, le génome mitochondrial cache certains piéges qu’il faut d’abord savoir
désamorcer avant de I’utiliser pour résoudre la phylogénie des pycnogonides. Le principal
écueil est celui du biais de composition en bases, ainsi que ses inversions (Hassanin et al. 2005 ;
Hassanin 2006 ; Arabi et al. 2010, 2012). Les hypothéses sur ’origine de ce biais reposent sur
le mode de replication et de transcription chez les mammiferes (Brown & Clayton 2006) et la
drosophile (Goddard & Wolstenholme 1978, 1980). Ces deux phénoménes sont
asymeétriques (Francino & Ochman 1997), avec un des deux brins (le brin négatif) restant
longtemps sous forme monocaténaire (simple brin), tandis que 1’autre brin (le brin positif) reste
apparié. Lors de la réplication (qui peut durer par exemple deux heures chez la souris ; Clayon
1982), le nouveau brin positif (synthétisé sur le brin négatif) ne commence a étre synthétisé

qu’aprées que le nouveau brin négatif (Synthétisé sur le brin positif) est produit & 97% (chez la
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Tanystylum orbiculare Masta et al. 2010
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Figure 17. Les sept génomes mitochondriaux de pycnogonides séquencés, avec information sur 1’ordre des génes,
et le biais de composition en bases du géne CO1 (hom en bleu pour les biais positifs, rouge pour les biais négatifs,
noir pour les neutres). Les doubles brins d’ADN surlignés de rouge indiquent la position supposée de la région de
controle.

drosophile ; Goddard & Wolstenholme 1978, 1980) et le brin négatif reste donc longtemps sous
forme monocaténaire (Brown & Clayton 2006) ; lors de la transcription, le brin le moins
souvent transcrit sur un bloc de genes (i.e. qui porte moins de génes sur ce bloc que le brin
opposé) reste le plus longtemps sous forme monocaténaire (Roberti et al. 2006). On pense que
sous forme simple brin, I’ADN est plus sensible aux désaminations (A—> hypoxanthine ; C >
U), qui entraineraient lors des réplications suivantes des mutations ponctuelles (substitutions)
sur le brin positif complémentaire (G > A; T &> C) (Tanaka et Ozawa 1994 ; Reyes et al.
1998 ; Hassanin et al. 2005). La désamination de de C en T serait bien plus rapide que celle des
Aen G (Lindahl 1993 ; Gilbert et al. 2003), ce qui entrainerait un enrichissement en A et T dans
le génome mitochondrial. Ce biais favorise la saturation des donnees, tout particulierement aux

positions faiblement contraintes (Hassanin et al. 2005). Combinée a un faible échantillonnage
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taxonomique (comme ici chez les pycnogonides), cette saturation favorise particulierement les
artefacts de reconstruction lors des analyses phylogénétiques (Delsuc et al. 2003). Le biais de
composition est particulierement fort chez les pycnogonides, les acariens et certains insectes
(Pisani et al. 2013), qui sont donc particulierement sensibles a ce probleme. Du fait de sa
sensibilité a la saturation des données (Swofford et al. 2001), I’approche de parcimonie sur des
données mitochondriales est donc a proscrire (Hassanin 2006). Pourtant, c’est bien ce type
d’approche qui est utilis¢ dans la référence phylogénétique la plus citée pour les pycnogonides
(Arango & Wheeler 2007), dont la moitié des marqueurs utilisés sont mitochondriaux.

Du fait de I’asymétrie des contraintes mutationnelles (désaminations sur le brin positif
uniquement) le biais de composition en bases est également brin spécifique. Ainsi, en plus de
la composition globale du génome mitochondrial qui est enrichie en A et T, le brin positif est
enrichi en A et C (biais positif ; A>T ; C > G), le brin négatif en T et G (biais négatif ; A<T;
C < G) (Hassanin et al. 2005). En cas d’inversion d’une portion du génome mitochondrial, les
contraintes mutationnelles affectent 1’autre brin et le biais de composition en bases des géenes
s’inverse progressivement au cours du temps (Hassanin et al. 2005). Si I’inversion affecte la
région de controle, ¢’est I’ensemble du génome mitochondrial qui est touché par I’inversion du
biais de composition en bases (Hassanin et al. 2005 ; Hassanin 2006 ; Arabi et al. 2010, 2012).
Ces inversions du biais de composition n’étant pas prises en compte par les modeles de
substitution couramment utilisés, elles favorisent les longues branches (et de I3, les attractions
de longues branches), ainsi que des artefacts liés a la convergence entre séquences (Hassanin et
al. 2005 ; Hassanin 2006 ; Arabi et al. 2010, 2012). Elles sont donc une autre source d’artefacts
dans les reconstructions phylogénétiques (e.g. Sabroux et al. 2017). Une attention particuliére
portée au biais de composition en bases, un échantillonnage taxonomique riche et des modéles
de substitution adaptés (Delsuc et al. 2003 ; Hassanin 2006 ; Sabroux et al. 2017) peuvent
cependant limiter I’impact du biais et de ses variations sur les reconstructions phylogénétiques.

Ce type d’inversion a déja été documenté chez plusieurs invertébrés : le crinoide
Florometra, le mollusque Katharina, le céphalocharide Hutchinsoniella, le copépode
Trigriopus, les hémiptéres Aleurodicus, Gaphosoma et Trialeurodes, mais aussi chez les
scorpions, les araignées opisthothéles, les bivalves, les gastéropodes non hétérobranches et
certains acariens (Hassanin et al. 2005 ; Hassanin 2006 ; Arabi et al. 2012 ; Chen et al. 2014 ;
Wang et al. 2017 ; Sun et al. 2018). Il est également documenté chez certains vertébrés,
notamment chez des représentants de divers ordres de téléostéens (e.g. Fonseca et al. 2014).

Les génomes mitochondriaux de pycnogonides déja publiés indiquent qu’ils sont également
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concernés par ces inversions (Arabi et al. 2012) : Nymphon gracile (Podsiadlowski & Bradand
2006) montre clairement une inversion du fragment I-ND2-W-C-CO1-CO2 (fig. 17), qui
s’accompagne d’une inversion du biais sur ces génes ; Tanystylum orbiculare et Nymphon sp.
(Masta et al. 2010) montrent quant a eux une inversion du biais sans réarrangement de 1’ordre
des genes (fig. 17), ce qui suggere une inversion de la région de contrdle. Chez Achelia
bituberculata (Park et al. 2007), le biais est neutre, ce qui pourrait indiquer une inversion en
cours pour I’ensemble du génome mitochondrial, de positif vers négatif, ou inversement.
L’étude de I’inversion du biais sur le seul géne CO1 (Arabi et al. 2010, 2012 ; Sabroux et al.
2017) suggere encore plus d’événements d’inversion, mais leur nature exacte ne peut étre
connue sans une base de données de génomes mitochondriaux mieux fournie.

Dans ce chapitre, Nous présentons les résultats du séquencage de 103 nouveaux
génomes mitochondriaux de pycnogonides, produits a partir de représentants de 9 des 11
familles déja décrites (toutes sauf les Austrodecidae et les Rhynchothoracidae). Nous avons
utilisé ces génomes mitochondriaux, ainsi que les sept déja publiés (fig. 17), pour renseigner
I’ordre des geénes et la composition en bases sur une large diversité d’espéces. Nous nous
sommes enfin servi des séquences de 12 génes protéiques mitochondriaux obtenues sur cette

grande diversité taxonomique pour reconstruire la phylogénie des pycnogonides.

Materiel et Méthode
Séquencage et assemblage des génomes mitochondriaux (voir fig. 18)
Sélection des échantillons et multiplexage

L’extraction ADN des spécimens candidats, et le séquencage de I’extrémité 5° du gene
de la premiére sous-unité de la cytochrome ¢ oxydase (CO1) ont été réalisés selon la méthode
de Sabroux et al. (2017) (voir chapitre 1I). Les extraits produits pour les études de chapitres Il
et IV sont d’ailleurs intégrés aux extraits candidats. La concentration en ADN des echantillons
candidats au séquencage a été mesurée par quantification Qbit (Life Technologies, Grand
Island, USA) sur un échantillonnage représentatif de la diversité génétique des spécimens (plus
de 750 échantillons testés). Parmi ces extraits candidats, 224 sont intégrés a des banques (32 au
total), genéralement 10 a 12 spécimens par banque (multiplexage). En se reposant sur une
estimation du pourcentage de génome mitochondrial sur I’ADN total de 0,1 a 0,5% (estimations
pessimistes a partir de Crampton-Platt et al. 2015), nous espérons une couverture par génome

mitochondrial entre 20 et 200X. le volume de chaque echantillon mis dans les banques est défini
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Figure 18. Protocole de séquengage et d’assemblage des génomes mitochondriaux (voir explications dans le texte).
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de fagon a obtenir une quantité minimale de 150 ng d’ADN par banque (lorsque c’est possible,
cette quantité était doublée voire triplée). Les échantillons sont multiplexés de maniere a
respecter une p-distance minimale de 10% entre les séquences CO1 des spécimens, et a ce que
les concentrations soient équimolaires afin d’obtenir la méme couverture pour tous les extraits
apres seéquencage. Dans la mesure du possible, les échantillons d’une méme banque viennent
d’extraits de méme ordre de grandeur de concentration, pour limiter les écarts liés aux
imprécisions du dosage Qbit. Pour certains extraits a concentration faible, un mélange de deux
extraits issus de spécimens possédant le méme haplotype pour le CO1 a été réalisé (= pools).
L’échantillonnage a également été réalisé de maniere a optimiser la diversité de taxons. Si
besoin, les banques sont complétées avec des extraits d’autres taxons distants (autres

chélicérates, crustacés et mammiféres).

Séquencage des banques

Le séquencage des 32 banques a été réalisé par seéquencage NextSeq500 (Illumina, San
Diego, USA) a I’Hopital de la Pitié-Salpétriére. Les reads produits sont des fragments de 151
nucléotides (nt), au nombre de 11 a 30 millions par banque.

Assemblage des génomes mitochondriaux

Les reads ne contiennent pas seulement des séquences du génome mitochondrial, mais
aussi des séquences du génome nucléaire. De plus, les différents extraits sont mélangés. 1l est
donc nécessaire d’extraire les reads correspondant aux génomes mitochondriaux, et de les
assembler séparément. En 1’absence d’un génome mitochondrial de référence proche pour la
plupart des echantillons, I’assemblage a été effectué selon deux stratégies complémentaires
utilisant des références éloignées et les séquences CO1 déja produites. L’assemblage a été
réalisé sur Geneious10.2.3 (Kearse et al. 2012) :

- Stratégie 1. Le génome mitochondrial d’Ammothea carolinensis (identifiant GenBank
GU065293) est utilisé comme référence pour « mapper » les reads de chaque banque
individuellement (i.e. assembler les reads a la référence, avec un mismatch maximum
élevé, ~ 40-50%). Les reads mappés sur le génome de référence sont ensuite assemblés
de novo (entre reads chevauchants) avec un faible mismatch (~1-2%). Les contigs

formés de plus grande taille (>500 nt) et disposant d’une couverture suffisante
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(minimum 10X) sont ensuite utilisés pour un « baiting » des autres reads (i.e.
assemblage des autres reads sur ces contigs, avec un faible mismatch maximum, ~1-
2%). Cela permet par chevauchement d’étendre les contigs aprés chaque itération.
Finalement, les contigs sont assemblés les uns aux autres de facon a obtenir un génome
mitochondrial complet ou partiel (mismatch faible, 0-2%). Les génomes complets ont
pu étre circularisés. Les génomes sont identifiés ensuite grace aux séquences CO1
produites en amont, ou par 1’intégration des contigs produits par la stratégie 2.

- Stratégie 2. Les séquences CO1 produites sont utilisées comme références pour un
baiting des reads. Les contigs produits (déja identifiés, puisqu’assemblés au CO1) sont
étendus progressivement jusqu’a ce que le génome mitochondrial soit complet.
Alternativement, le génome mitochondrial est complété par assemblage avec les contigs
produits par la stratégie 1.

- Approche supplémentaire. Dans certains cas ou il n’est pas possible d’assembler
I’ensemble du génome mitochondrial, que le génome revét un intérét particulier et
qu’une référence proche est disponible, la référence est utilisée pour un baiting, les

contigs formés sont ensuite assemblés au génome mitochondrial partiel.

Parmi ces génomes, 103 sont sélectionnés pour étre intégrés dans les analyses suivantes

(données supplémentaires 1 en Annexe 3).

Annotation du génome mitochondrial

L’échantillonnage est enrichi des sept génomes mitochondriaux déja séquences par de
précédents auteurs (Podsiadlowski & Bradand 2006 ; Park et al. 2007 ; Masta et al. 2010 ; Dietz
et al. 2011 ; Carapelli et al. 2013), ainsi que de 17 génomes mitochondriaux représentant
difféerents groupes externes (onychophores, arachnides, xiphosures, pancrustacés et
myriapodes) qui permettent de couvrir I’ensemble des hypothéses de position des pycnogonides
au sein des arthropodes (données supplémentaires 1 en Annexe 3). Ainsi, un total de 137
génomes mitochondriaux sont étudiés. Les groupes externes sont sélectionnés de maniere a ce
que 1’ordre des genes codant pour les protéines et les ARNr ne soit pas différent d’Ammothea
carolinensis (GU065293), qui correspond a 1’ordre des génes de la plupart des génomes
mitochondriaux de pycnogonides séquenceés, et de maniére a ce que le biais de composition en
bases pour le COLl soit positif (& I’exception des Onychophores, pour lesquels aucun des

génomes mitochondriaux sequenceés ne respecte les deux critéres).
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Les nouveaux génomes mitochondriaux sont annotés dans un premier temps en utilisant
Geneious 10.2.3 et sa fonction d’annotation automatique a partir des références (les sept
références sont utilisées conjointement). Ces annotations sont veérifiées/complétées par
alignement manuel des genes avec les génomes mitochondriaux de référence. L’identification
des ARNt est également confirmée par reconnaissance de I’anticodon et de la structure tige-

boucle qui le porte (Salinas-Giégé et al. 2015).

Biais de composition en base

Le biais de composition est analysé pour toutes les séquences de I’alignement suivant la
méme procédure qu’Arabi et al. (2010) en sélectionnant uniquement les 3¢ positions de codons
des genes protéiques: nous calculons le biais pour chaque couple de nucléotides
complémentaires : biaisat = (A-T)/(A+T) et biais cc=(C-G)/(C+G). Ce biais est ensuite testé
statistiquement en évaluant si I’hypothése nulle (i.e. %A = %T, et %C = %G) peut étre rejetée
dans un intervalle de confiance de 95%. Si tel est le cas, le biais est considéré comme

signigicatif.

Analyses phylogénétiques

Nous intégrons a I’analyse uniquement les genes codant pour des protéines a I’exclusion
du geéne de I’ATPase 8 (12 génes), et en excluant les régions ambigués de I’alignement. Les
alignements des 12 génes protéiques pour les 137 génomes mitochondriaux sont analysés
individuellement par Inférence Bayésienne en utilisant MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck
2003), en partitionnant par position de codons. L’analyse est lancée pour 4 chaines, sur 10’
générations, avec un échantillonnage d’1/1000 et un burn-in de 25%. Ces 12 jeux de données
sont analysés deux fois, avec et sans recodage des 3° positions de codons en purines/pyrimidines
(RY), de maniére a étudier I’impact de la saturation des 3° positions de codons sur les topologies
(Delsuc et al. 2003). Les modeles de substitution (voir tableau 5) sont choisis en utilisant
MEGA7 (Kumar et al. 2016) suivant le critere AIC (Akaike 1973) sur le jeu de données sans
les groupes externes.

Ces séquences sont ensuite concaténées pour deux analyses par inférence bayésienne,
avec une partition par gene et par codon, avec et sans recodage des 3¢ positions de codon, avec

les mémes parameétres que pour les analyses précédentes. Ces données sont également analysées
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par une approche de maximum de vraisemblance en utilisant le logiciel PhyML (Guindon et al.
2005) sans partition. Un bootstrap (100 réplicas) est réalisé sur ces données. Une analyse
SuperTRI (Ropiquet et al. 2009) est réalisée pour les deux jeux de données (avec ou sans
recodage) en utilisant les topologies obtenues avec les analyses sur les données concaténées
comme « arbre source », i.e. I’arbre sur lequel seront indiqués le nombre de fois que le nceud
est répété (Rep) et la moyenne des probabilités postérieures des bipartitions (MPP) dans les

analyses séparées.

Tableau 5. Modeles de substitution utilisés dans les analyses phylogénétiques.

Géne #codon 1 #codon 2 #codon 3
sans recodage avec recodage RY
ATP6 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G JC
Cco1 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G JC+G
CO2 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G+I JC
COo3 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G+I JC+G
CytB GTR+G+I GTR+G+I GTR+G JC+G
ND1 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G JC+G
ND2 GTR+G+I GTR+G GTR+G JC
ND3 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G JC
ND4 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G JC
ND4L GTR+G GTR+G GTR+G JC
ND5 GTR+G+I GTR+G+I GTR+G JC+G
ND6 GTR+G+I GTR+G GTR+G JC
Résultats

Génomes mitochondriaux

Génomes mitochondriaux séquenceés

Tableau 6. Génomes partiels ; les génes manquants sont indiqués par une croix.

CO1 | CytB | ND4 | ND4L | ND5 | ND6

IU-2008-20493 | Ascorhynchus quartogibbus | X

IU-2011-660 Nymphon maculatum X X X X
IU-2016-4167 | Pentapycnon geayi X

IU-2007-126 Pycnogonum gaini X

Un total de 58 génomes mitochondriaux complets (i.e. circularisables), 41 sub-complets

(i.e. avec tous les genes codant pour des protéines et les ARNr) et 94 partiaux a été assemblé.
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La couverture de ces génomes est trés variable, d’environ 10X a plus de 600X. Nous avons
retenu 103 génomes mitochondriaux, incluant tous des génomes complets ou sub-complets ainsi
que 4 génomes partiels (1 a 4 génes manquant ou partiels ; tableau 6). La taille des génomes
complets varie de 14 696 (Pycnogonum sp., 1U-2007-296) a 16 758 nt (Colossendeis colossea,
IU-2008-20591). Cet échantillonnage représente 26 genres et 9 familles différentes. Aucun des
Austrodecidae et des Rhynchothoracidae inclus dans les banques n’ont été amplifiés avec

succes.

ARNt

Les 22 géenes des ARNt sont retrouvés dans 82 des 103 génomes mitochondriaux. Les
exceptions concernent les genes des ARNt-W -C et -Y d’Achelia sp. et le géne de I’ARNt-Q
d’Anopldoactylus pectinus et d’A. micros, ces génomes mitochondriaux étant pourtant
complets. Le géne de I’ARNt-A présente un bras D partiel (fig. 19) dans tous les génomes
mitochondriaux séquencés, a I’exception de ceux des familles Colossendeidae et Pycnogonidae
chez qui il est complet. Les anticodons sont généralement retrouvés non variables, a I’exception

de celui de la lysine, qui possede soit un anticodon AAG pour les groupes externes (a

tige acceptrice
) de l'acide amine

O . %boucle Y
6%3(:(3 o i Q
R i

.. )
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Figure 19. Structure primaire classique d’un ARNt, d’aprés Salinas-Giégé et al. (2015).

127



Chapitre I11. Phylogénie des pycnogonides et génome mitochondrial

I’exception d’O. cinctipes, P. pisum et S. mantis), tous les Pycnogonidae et Colossendeidae et
quatre Ascorhynchidae sur les 11 séquencés (Ascorhynchus castelli, A. quartogibbus,
Ascorhynchidae 1U-2012-869 et 1U-2013-6550), soit un anticodon AAA chez les autres
pycnogonides et trois especes des groupes externes, i.e. O. cinctipes, P. pisum et S. mantis.
Dans le cas du géne de I’ARNt -S1, les groupes externes présentent un anticodon AGC alors
qu’un anticodon AGA est détecté chez tous les pycnogonides. La liste des anticodons est donnée
en données supplémentaires 2 de I’Annexe 3.

Ordre des génes

La tres grande majorité des génomes mitochondriaux (98/103) montre la méme
organisation que Limulus polyphemus (Staton et al. 1997) pour les géenes codant pour les
protéines et les ARNr (fig. 16). Ainsi, les différences concernent principalement 1’ordre des
génes des ARNLt. Trois types de génomes mitochondriaux apparaissent trés couramment chez
les pycnogonides, tous déja illustrés dans la littérature (fig. 20 ; voir aussi les données

supplémentaires 3 en annexe 3 pour la liste des spécimens) :

- Type « Ammothea carolinensis » : L’ordre des génes correspond a celui décrit chez
Ammothea carolinensis (Carapelli et al. 2013). 1l se distingue du génome mitochondrial
de L. polyphemus par la position des genes des ARNt-Q et -1, situés de part et d’autre
de la région de controle. Ce type est le plus commun ; il est retrouvé chez la plupart des
Ammotheidae, Ascorhynchidae, Endeidae, Pallenopsidae et Pycnogonidae, et chez
Anoplodactylus sp. (IU-2012-6592) ;

- Type « Colossendeis australis » : C’est I’ordre des genes décrit chez Colossendeis
megalonyx (Dietz et al. 2011), dont nous avons au passage identifié le gene de I’ARNt-
Q précédemment non identifié par Dietz et al. (2011). 1l est trouvé chez la plupart des
Colossendeidae. 1l différe du type « Ammothea carolinensis » par I’inclusion des génes
des ARNt-Q, -1 et -M entre deux régions non codantes ;

- Type « Nymhpon australe » : C’est 1’ordre des génes décrit pour le génome partiel de
Nymphon sp. (GU370076) publié par Masta et al. (2010). Nous avons de plus renseigné
pour d’autres spécimens la position des genes des ARNt-V, -N, -P et -Q (non séquencés
chez Nymphon sp.). On retrouve ce type de génome chez une majorité de Nymphonidae
et Callipallenidae. Il différe du type « Ammothea carolinensis » par la position des génes
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des ARNt-A, -N, -S1, -Y, -P, -V et celle des ARNt-I et -M, ces deux derniers étant

inversés sur le brin positif.

Bien que ces trois types soient courants, 35 génomes mitochondriaux séquencés
présentent une organisation différente. Dans la plupart des cas (30 génomes mitochondriaux),
il n’y a qu’une différence concernant la position ou le sens d’un ou plusieurs ARNt. Certaines
organisations génomiques sont partagées par plusieurs spécimens :

(1) les Eurycyde ont un ordre des génes proche du type « Ammothea carolinensis » (ici
nommé type « Eurycyde raphiaster »), mais le géne de I’ARNt-P a une orientation inverse; le
génome des Anoplodactylus (excl. Anoplodactylus sp. 1U-2012-6592) differe du type
« Ammothea carolinensis » par la position du géne de I’ARNt-C, situé en 5° de I’ARNt-W (type
« Anoplodactylus micros ») Les génomes des Bathypallenopsis, ainsi que Pallenopsis
meriodionalis, Pallenopsidae gen. sp. (IU-2013-6558), Achelia gracilis et A. sawayai montrent
une inversion de 1’ordre des genes des ARNt-L1 et L2 par rapport au type « Ammothea
carolinensis » (type « Bathypallenopsis molissima »).

(2) Colossendeis pipetta et Colossendeidae gen. sp. (IU-2013-6603) ont un ordre de genes
proche du type « Colossendeis australis », mais qui présente a I’emplacement attendu de
I’ARNt-P un gene alignable mais sans anticodon identifiable (ARNt-P « dégénéré ») ; le géne
de I’ARNt-P est retrouvé en amont, en 5 du geéne de I’ ARNt-T (type « Colossendeis pipetta »).

(3) Les Pallenoides présentent un ordre des genes proche du type « Nymphon australe »,
mais qui s’en distingue par la position des genes des ARNt-A et -V, situés en 3’ du gene ND1
(type « Pallenoides spinulosum »).

Six autres génomes mitochondriaux montrent une organisation des ARNt unique (voir

données supplémentaires 3 en Annexe 3).
Dans de rares cas (5 génomes mitochondriaux), on observe aussi une organisation originale des
génes protéiques ou des ARNr : par rapport a Ammothea carolinensis, Ammothella spinifera
montre une inversion du fragment ND1-12S, et Cilunculus cf. armatus montre une inversion
du fragment ARNt-R — ARNt-S2 ; par rapport & Nymphon australe, Nymphon sp. (1U-2014-
8371) montre une transposition du fragment ND1-ARNt-S1 et du géne de I’ARNt-A,
Callipallenidae gen. sp. (1U-2011-675) montre une inversion du gene ND1 et une transposition
des ARNt-S1 et -L2, et Callipallenidae gen. sp. (1U-2011-707) montre une inversion du ND1
et du fragment ARNt-L1-168S, ainsi qu’une transposition des ARNt-S1 et -L.2.
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Figure 20. Organisation des génomes mitochondriaux séquencés. Seuls les exemples répétés chez au moins deux
spécimens, ou les organisations qui impliquent des genes des ARNr ou des genes protéiques sont représentés. Les
genes protéiques sont indiqués en vert, les génes des ARNr en rouge et les génes des ARNt en violet. La portion
de séquence en bleu chez le type Colossendeis pipetta indique la présence d’une séquence s’alignant avec le géene
de I’ ARNt-P, sans anticodon identifié (ARNt-P « dégénéré »).

130



Chapitre I11. Phylogénie des pycnogonides et génome mitochondrial

Biais de composition en bases

Les analyses sur les biais de composition en bases (AT et CG) sur les 3¢ positions de
codons des 13 genes protéiques sont détaillées en figure 21. Les résultats témoignent de la
grande hétérogénéité de la composition en bases du génome mitochondrial des pycnogonides.
Une inversion complete du biais (par rapport a Ammothea carolinensis) est retrouvee chez de

nombreux génomes mitochondriaux : tous les Tanystylum, Nymphon aemulum, Nymphon sp.

(GU370076), Nymphon sp. (1U-2014-8371).

ATPSATPI CO1!C02!CO3 | CytB!ND1! ND2 ND3 ND4 ND4 ND5 ND6

Achelia

Ammothea

AMMOTHEIDAE

ASCORHYNCHIDAE

Ci
p sy
fw
g
,g
8
&
3
1]

IColossendeis

COLOSSENDEIDAE

AY457170 Achelia bituberculata
1U-2016-1276 Achelia gracilis

1U-2016-1073 Achelia sawayai
1U-2013-18597 Achelia sp.
TTTTTTTTTTTTTIU-2071-658 Acheliana sp.|
oo lU-2011-764 Acheliana sp.| B8 [
1U-2007-231 Ammothea adunca
1U-2007-214 Ammothea carolinensis
GU065293 Ammothea carolinensis
1U-2016-1421 Ammothea gigantea
GU370075 Ammothea hilgendorfi
1U-2007-247 Ammothea cf. tibialis
''''''''' TU-Z076-829 Ammothella exomala
1U-2016-826 Ammothella spinifera
1U-2016-833 Ammothella sp.| |
1U-2016-1393 Cilunculus cf. armatus |l |

1U-2016-6862 Cilunculus scaurus

1U-2011-760 Nymphopsis curtiscapus
1U-2016-812 Nymphopsis duodorsospinosa
1U-2013-6600 Nymphopsis muscosa
,,,,,, 1U-2013-18640 Nymphopsis muscosa
1U-2013-15606 Sericosura heteroscela
1U-2013-19239 Sericosura sp.
T 10-2016-868 Tanystylum hummelincki
1U-2016-1074 Tanystylum hummelincki
GU370074 Tanystylum orbiculare
1U-2016-867 Tanystylum sp-
1U-2008- 20493 Ascorh ynchus quartogibbus
1U-2016-6864 Ascorhynchus seticauda
1U-2013-6582 Ascorhynchus sp.

urycyde clitellaria
U 201 6- 81 8 Eurycyde raphiaster
1U-2016-819 Eurycyde raphiaster

1U-2012-1248 Eurycyde sp.

[U-2016-846 Pallencides spmu!osum
o ____._U-2016-866 Pallencides sp.

1U-2016-1221 Parapallene bermudensis
1U-2011-757 Propallene cf. ardua

1U-2011 ?68 PropaHene cf. ardua

1U-2007- 172 Coiossendeis australis
1U-2008-20591 Colossendeis colossea
1U-2008-20504 Colossendeis macemrima
1U-2008-20580 Colossendeis macemrima
1U-2011-1642 Colossendeis macerrima
HQ450773 Colossendeis megalonyx
1U-2008-20509 Colossendeis pipetta
1U-2007-130 Colossendeis tenuipedis
____________ IU-2016-1412 Colossendeis sp.| . -
1U-2007 315 Decolopoda australis
1U-2016-1420 Decolopoda australis

olossendeidae
1U-2013-6603 Colossendeidae
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ENDEIDAE

NYMPHONIDAE

PALLENOPSIDAE

Endeis

Nymphon

Pallenopsis

__10-2007-336 Pentanymphon antarcticum

1U-2007-207 Endeis australis
1U-2016-840 Endeis flaccida
1U-2016-1142 Endeis cf. mollis
1U-2016-863 Endeis sp.
1U-2007-135 Endeis sp.

1U-2013-8605 Endeis sp.
1U-2013-18638 Endeis sp.
1U-2016-1186 Nymphon aemulum
1U-2011-625 Nymphon cf. arabicum
1U-2007-129 Nymphon australe
DQ666063 Nymphon gracile
1U-2011-860 Nymphon maculatum
1U-2013-18615 Nympheon surinamensis
GU370076 Nymphon sp.
1U-2014-8371 Nymphon sp.

1U-2008-20510 Pallenopsis angusta
1U-2016-6873 Pallenopsis angusta
1U-2016-814 Pallenopsis candidoi
1U-2011-693 Pallenopsis crosslandi
1U-2007-134 Pallenopsis meridionalis
1U-2007-310 Pallenopsis pilosa
1U-2016-813 Pallenopsis schmitti
1U-2008-2 Pallenopsis sp.

1U-2013-6558 Pallenopsidae

PHOXICHILIDIIDAE

| PYCNOGONIDAE |

Anoplodactylus

GROUPES EXTERNES

1U-2016-877 Anoplodactylus glandulifer

1U-2016-1124 Anoplodactylus massiliformis

U-2011-717 Pycnogonum madagascariensis

EU520642 Euremobates cf. palpisetulosus

JX437074 Camicoscormpius rotundicauda

1U-2016-808 Anoplodactylus insignis

1U-2016-804 Anoplodactylus micros
1U-2016-806 Anoplodactylus pectinus
1U-2012-873 Anoplodactylus sp.
1U-2016-1071 Anopledactylus sp.
IU-2012-1279/1266 Anoplodactylus sp.| |
1U-2012-6592 Anoplodactylus sp.
1U-2011-698 Anoplodactylus sp.
1U-2016-1410 Anoplodactylus sp.

1U-2007-330 Pentapycnon cf. bouvieri
1U-2016-4187 Pentapycnon geayi
1U-2011-104 Pycnogonum africanum
1U-2007-126 Pycnogonum gaini

1U-2016-10338 Pycnogonum sp.

EUS520841 Phrynus sp.

AY309258 Heptathela hangzhouensis
AYB39934 Triops longicaudatus
AJ270997 Lithobius forficatus
KC200076 Scolopocryptos sp.
KU343210 Pyrhila pisum

AYB39936 Squilla mantis

HMO08997 Opisthopatus cinctipes
EU523757 Phalangium opilio

EU520643 Mastigoproctus giganteus

JX983598 Limulus polyphemus
FJ860267 Tachypleus tridentatus

Phylogénie

Figure 21. Représentation du biais de composition en bases pour 137 génomes mitochondriaux (pycnogonides et groupes externes).
Chaque double colonne de cellules correspond a un géne mitochondrial, les cellules a gauche dans chaque double colonne
représentant le biais A-T pour chaque spécimen, et a droite le biais C-G. Un biais positif est représenté par une cellule bleue (biais
A-T) ou par une cellule verte (biais C-G) . Un biais négatif est représenté par une cellule rouge (biais A-T) ou par une cellule
orange (biais C-G). Une cellule blanche indique un biais neutre, une cellule noire, des données manquantes. Les cellules de couleur
claire indiquent un biais non significatif. Lorsqu’un géne montre une position inversée sur le génome (par rapport au CO1 et a sa
position chez Ammothea carolinensis), les cellules correspondantes sont encadrées de noir.

La taille des différents fragments du génome mitochondrial utilisés dans les analyses, et

le nombre de caractéres significatifs, sont indiqués dans le tableau 7. Les analyses sur les
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données concaténées sans recodage des 3° positions de codons (fig. 22) donnent une topologie
trés robuste, ou la plupart des nceuds sont soutenus par des probabilités postérieures (PP)
maximales. Toutefois, les analyses en maximum de vraisemblance, ainsi que les analyses
SuperTRI réalisées a partir des analyses séparées des alignements de 12 genes protéiques (tous
les génes codant pour des protéines, a I’exception d’ATPS8, dont 1I’alignement comportait trop
de régions ambigués) apportent un message plus contrasté sur ces nceuds. Nous nous sommes
appuyés sur deux indices SuperTRI : ’indice de répétabilité (Rep), qui indique le nombre de
topologies obtenues a partir des analyses séparées supportant chaque nceud ; et la probabilité
postérieure moyenne (MPP), qui donne la moyenne des probabilités postérieures obtenues dans
les analyses séparées. Les analyses SuperTRI ayant été faites a partir des alignements bruts et
d’alignements recodées (RY en 3° positions de codons), nous désignerons lorsque nécessaire

ces indices comme Rep et MPP (données brutes) et Repry et MPPry (avec recodage).

Tableau 7. Taille des alignements utilisés pour les analyses phylogénétiques.

ATP6 CO1 CO2 CO3 CytB ND1 ND2

Sites nucléotidigues (nt) 598 1515 648 758 1122 891 720

#caractéres informatifs 513 915 467 556 840 705 653
sans recodage

#caracteres informatifs

497 777 418 506 779 614 639
avec recodage

#caracteres informatifs
sans recodage, sans 500 885 455 547 814 670 639
groupes externes

#caracteres informatifs
avec recodage, sans 483 738 401 495 746 562 624
groupes externes

ND3 ND4 ND4L ND5 ND6 Concaténation

Sites nucléotidigques (nt) 282 1275 216 1495 258 9768
#caracteres informatifs 999 1099 189 1245 998 7369
sans recodage

#caracteres informatifs 216 1068 185 1199 994 7122
avec recodage

#caractéres informatifs

sans recodage, sans | 214 1083 186 1216 219 7428
groupes externes

#caractéres informatifs

avec recodage, sans | 199 1048 182 1169 215 6862

groupes externes
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<« Figure 22. Reconstructions phylogénétiques obtenues par analyse bayésienne sur la concaténation de douze génes
mitochondriaux ATP6, CO1, CO2, CO3, CytB, ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6, pour les analyses sans (arbre de
gauche) et avec (arbre de droite) recodage des 3¢ positions de codons en purines/pyrimidines. Les nceuds conflictuels entre les
deux topologies sont marqués d’un point rouge. Les valeurs aux nceuds indiquent dans ’ordre : PP, MPP, Rep, Bootstrap des
analyses de maximum de vraisemblance. Les croix (x) indiquent les topologies non retrouvées en maximum de vraisemblance.
Les astérisques (*) indiquent les nceuds ayant des soutiens maximaux pour tous les indices. Les noms d’especes en bleu
correspondent aux séquences de Genbank. Les groupes externes sont exclus de la figure pour plus de lisibilité.

Pycnogonida

La monophylie de Pycnogonida est retrouvée avec des soutiens maximaux dans les
analyses concaténées recodées ou non (PP= 1, Bootstrap = 100). Elle est répétée dans la plupart
des analyses séparées des génes protéiques (Rep = 10) et est soutenue par de fortes probabilités
postérieures moyennes (MPP/ MPPry = 0,84/0,87).

Ammotheidae

La monophylie des Ammotheidae (PP = 1 et Bootstrap = 100 dans les analyses
concaténées) est répétée dans la moitié des analyses séparées, que les données soient ou non
recodées (Rep = 6 ; MPP/MPPry =0,51/0,58).

La monophylie des Ammotheinae (Ammothea, Seicosura, Acheliana, Cilunculus exclus
Cilunculus cf. armatus 1U-2016-1393) (PP = 1 dans les analyses concaténées) est soutenue et
répétée (Rep = 8 ; MPP/MPPgry = 0,69/0,71). Les genres Sericosura (Rep =12 ; MPP = 1) et
Cilunculus (excl. Cilunculus cf. armatus 1U-2016-1393) sont retrouvés monophylétiques dans
la plupart des 12 analyses séparées (Rep = 9 ; Repry = 8 ; MPP/MPPRry = 0,69/0,71). Les
Ammothea sont retrouvés paraphylétiques par inclusion du genre Acheliana (Rep=12 ; MPP =
1). Les relations au sein des Ammotheinae telles qu’elles sont présentées en figure 22
(Ammothea incl. Acheliana en groupe frere du clade [Cilunculus excl. Cilunculus cf. armatus ;
Sericosura]) sont bien soutenues par les indices de répétabilité (Rep=7 -8 ; MPP=0,54-0,69 ;
MPPgry =0,55 - 0,71).

Le groupe des Achelinae (Achelia, Ammothella, Nymphopsis, Tanystylum, Cilunculus
cf. armatus 1U-2016-1393) est retrouvé monophylétique (PP = 1, Bootstrap = 63 dans les
analyses concaténées), mais cette topologie n’est répétée que par deux génes (Rep = 2;
MPP/MPPry = 0,21/0,19). La paraphylie de cette sous-famille dans la plupart des analyses est
liee a la présence de trois taxons (Tanystylum, [Achelia sawayai, A. gracilis], Nymphopsis), qui
peuvent se brancher avec ou au sein des Ammotheinae, ou alors avec une autre famille. Par

conséquent, les relations entre les différents groupes d’Achelinae sont peu soutenues et
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répétées. On distingue toutefois au moins deux groupes bien soutenus : Tanystylum (Rep/Repry
= 11/10; MPP/MPPgry = 0,83/0,84) et Nymphopsis (Rep/Repry = 8/9; MPP/MPPgry =
0,61/0,72). Achelia apparait paraphylétique dans 10 des 12 analyses, souvent du fait de la
séparation entre les clades bien soutenus [Achelia sawayai, Achelia gracilis] et [Achelia sp.,

Achelia bituberculata], mais aucune de ces topologies n’est répétée ou soutenue.

Ascorhynchidae

Les Ascorhynchidae sont retrouvés paraphylétiques dans 11 des 12 analyses séparees
(toutes sauf ND4 ; PP = 0,84) avec des soutiens pouvant atteindre PP = 1 ; les topologies sont
cependant trés variables. Différents profils de paraphylie sont observés : exclusion des
Eurycyde des Ascorhynchidae, éclatement des Ascorhynchus et/ou des Eurycyde ; avec des
soutiens qui peuvent étre maximaux. Ceci explique que la monophylie des Ascorhynchus (incl.
Bathyzetes) soit peu répétee par les analyses (Rep; Repry = 4/5). En revanche, la monophylie
des Eurycyde est bien répétée lors des analyses séparées (Rep/Repry = 10/11).

Colossendeidae

Les Colossendeidae sont retrouvés monophylétiques dans la plupart des analyses (PP =
1, Bootstrap = 100 ; Rep/Repry = 11/10 ; MPP/MPPry = 0,92/0,89). Les deux sous-familles
reconnues par Bamber et al. (2018), Colossendeinae (Colossendeis, Decolopoda) et
Hedgpethinae (Rhopalorhynchus, Hedgpethia), sont retrouvées monophylétiques avec de bons
soutiens et de forts indices SuperTRI (Rep > 10/12 ; MPP/MPPry > 0,81/0,83). Les topologies
alternatives a la monophylie des Colossendeinae et des Hedgpehtinae (génes ND4L avec ou
sans recodage ; et ATP6 avec recodage) excluent Rhopalorhynchus, mais sont peu soutenues
(PP < 0,7) et sont probablement dues aux longues branches entre Colossendeinae, Hedgpethia
et Rhopalorhynchus. Colossendeis est systématiquement retrouvé paraphylétique par inclusion
de Decolopoda (Rep = 12 ; MPP/MPPRry = 0,95/0,99).

Pallenopsidae

La monophylie des Pallenopsidae est retrouvée dans toutes les analyses avec de bons
soutiens et de bons indices de répétabilité (Rep = 10 ; MPP/MPPry = 0,86/0,84). Le genre
Bathypallenopsis (incl. Pallenopsidae 1U-2013-658) est retrouveé monophylétique (Rep = 12 ;
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MPP/MPPry = 1). La monophylie de Pallenopsis est faiblement soutenue dans 1’analyse
concaténée sans recodage (PP = 0,97, Bootstrap = 45) et est faiblement répétée (Rep=1 ; MPP
=0,1). Sous recodage des 3¢ positions de codons, les Pallenopsis sont paraphylétiques dans 11

des 12 analyses separeées (toutes exceptées ND5), avec des topologies variables.

Pycnogonidae

La famille des Pycnogonidae est retrouvée monophylétique avec des soutiens maximaux
dans toutes les analyses (Rep = 12 ; MPP/ MPPry = 1). Pycnogonum et Pentapycnon sont tous
les deux retrouveés paraphylétiques (Rep = 12 ; MPP/ MPPry = 0,98/0,99).

Phoxichilidiidae et Endeidae

Les deux familles sont retrouvées monophylétiques avec de forts soutiens dans toutes
les analyses (Rep > 10 ; MPP > 0,81).

Callipallenidae et Nymphonidae

Les Nymphonidae et Callipallenidae forment ensemble un clade soutenu et répété
(PP/MPP =1 ; Bootstrap = 100 ; Rep = 12). Les relations entre Nymphonidae et Callipallenidae
sont majoritairement non résolues, en 1’absence de soutien ou de répétition, et varient selon le
codage des 3° positions de codons. La paraphylie des Nymphonidae et des Callipallenidae est
toutefois soutenue par au moins un tiers des analyses séparées (Rep = 4), qui soutiennent par
exemple la divergence précoce des Pallenoides, ou la monophylie du clade [Parapallene
bermudensis, Nymphon sp., Nymphno aemulum]. Le clade [Nymphon aemulum, Nymphon sp.]

présente une branche particulierement longue dans les analyses sur les données concaténees.

Relations phylogénétiques entre les familles

Le clade [Nymphonidae + Callipallenidae] présente une branche trés longue, et est
fortement soutenu par tous les indices. 1l apparait comme le premier groupe a diverger avec de
forts soutiens dans les analyses sur les données concaténées (PP = 1, Bootstrap = 100). Cette
divergence basale est répétée par la moitié des analyses séparées sans recodage, et par un tiers
des analyses recodées en 3¢ positions de codons (Rep/Repry = 6/4 ; MPP/MPPry = 0,49/0,34).
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L’alternative selon laquelle les Colossendeidae sont le premier groupe divergent est néanmoins
fortement répétée : par les marqueurs CytB, ND1, ND2, ND3 en I’absence de recodage (PP =
0,41-0,88 ; Rep =4) ; et par ND1, ND2, ND3, ND6 avec recodage (PP = 0,34 — 0,98 ; Repry
=4). Le regroupement des Colossendeidae et des Pycnogonidae est également proposé comme
premier groupe divergent par deux analyses (CO2, CytB avec recodage) ou Colossendeidae,
puis Pycnogonidae (CytB sans recodage).

Le clade [Pycnogonidae, Colossendeidae] est retrouvé comme second groupe divergent
dans les topologies obtenues sur les données concaténées (avec ou sans recodage des 3°
positions de codons). Il est retrouvé dans la moitié des analyses séparées en 1’absence de
recodage (Rep = 6 ; MPP = 0,46), et un peu moins lorsque les 3¢ positions de codons sont
recodées (Repry = 5 ; MPPry = 0,36). La seule topologie alternative répétée (ND1, ND2) est
celle qui place les Pycnogonidae en groupe frére de [Nymphonidae + Callipallenidae], mais elle
est peu soutenue (PP <0,5).

Le clade [Ammotheidae, Ascorhynchidae, Endeidae, Pallenopsidae, Phoxichilidiidae]
est retrouvé dans 25% des analyses séparées (Rep = 3 ; MPP/MPPRry = 0,21/0,20). Il n’y a pas
de topologie alternative répétée. Les relations au sein de ce clade varient selon que les 3°
positions de codons soient ou non recodées. En 1’absence de recodage, le clade [Endeidae,
Phoxichilidiidae] (peu soutenu) diverge en premier, les Eurycyde en second, et les
Ascorhynchus (incl. Bathyzetes) et le clade [Pallenopsidae, Ammotheidae] en troisieme. Ces
nceuds sont cependant peu soutenus par rapport a la plupart des nceuds de I’arbre (PP = 0,93).
A I’inverse, les résultats obtenus sur les données concaténées avec recodage des 3° positions de
codons, indiquent que les Eurycyde puis les Ascorhynchus (incl. Bathyzetes) divergent en
premier, suivis des clades [Endeidae, Phoxichilidiidae] et [Ammotheidae, Pallenopsidae]. Le
clade [Ammotheidae, Endeidae, Pallenopsidae, Phoxichilidiidae] est d’ailleurs nettement plus
soutenu que la topologie alternative sans recodage (PP = 1). Elle est aussi plus répétée
(Rep/Repry = 3/5). Le soutien du clade [Endeidae, Phoxichildiidae] est maximal dans cette
topologie (PP =1), bien que I’indice de répétabilité ne change pas par rapport aux analyses sur
les données sans recodage (Rep = 2).

Le clade [Pallenopsidae, Ammotheidae] est soutenu avec des supports maximaux pour
les analyses concaténées avec ou sans recodage. Les indices SuperrTRI calculés pour ce
regroupement sont assez €levés par rapport aux autres nceuds profonds de 1’arbre (Rep =5 ;
MPP/MPPry = 0,42/0,44). Dans la plupart des topologies alternatives, la paraphylie du clade

[Ammotheidae, Pallenopsidae] correspond a une paraphylie des Ammotheidae, soit par
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exclusion de quelques espéces, principalement des Achelinae (Achelia sawayai et A. gracilis,
ou Ammothella spinifera), soit par inclusion d’un taxon au sein des Ammotheidae (e.g.
Phoxichilidiidae).

Discussion

La plupart des nceuds des topologies obtenues par les analyses concaténées montrent des
soutiens maximaux en ce qui concerne les probabilités postérieures issues des inférences
Bayésiennes (PP = 1). Pourtant, les jeux de données de grande taille comme le génome
mitochondrial ne sont pas dépourvus de défauts, puisqu’ils n’éliminent pas 1’erreur
systématique due au signal non-phylogénétique (Jeffroy et al. 2006), en particulier les
problémes de saturation mutationnelle et les changements de biais de composition en bases
(Hassanin et al. 2005). Ce signal non-phylogénétique peut méme, s’il est assez fort, masquer le
signal phylogénétique, et générer une topologie artéfactuelle fortement soutenue (Hassanin et
al. 2005 ; Jeffroy et al. 2006 ; Philippe et al. 2011).

Nous avons tenté de limiter I’impact du signal non-phylogénétique selon plusieurs
parameétres : (i) I’échantillonnage, du fait de sa densité et couverture taxonomique, est censé
assurer une meilleure détection des substitutions multiples et (ii) le traitement des données
(élimination des zones ambigués pour I’alignement, environ 1/3 du génome, et recodage des 3°
positions de codons en RY) a pour but de limiter ’effet de la saturation et des changements de
contraintes mutationnelles en 3° position de codons. Nous avons également confronté les
topologies obtenues a partir des données concaténées aux analyses séparées des 12 génes, via
le logiciel SuperTRI (Ropiquet et al. 2009), afin de mettre en évidence le signal phylogénétique
répeté dans les différents genes. L’interprétation des indices de répétabilité et des probabilités
postérieures moyennes doit tenir compte de plusieurs facteurs : le premier est que les génes du
génome mitochondrial, du fait qu’ils se trouvent sur une méme molécule, n’ont pas une histoire
évolutive indépendante ; on s’attend donc a ce que les topologies soient fortement répétées
(Ropiquet et al. 2009). La ou pour des genes nucléaires sur des chromosomes séparés, une
topologie répétée par deux génes peut déja étre considérée comme robuste, on recherche des
indices beaucoup plus élevés pour le génome mitochondrial. Cependant, 1’approche SuperTRI
est justifiée dans notre situation par la forte variation des indices de répétabilité (Rep) et des
probabilités postérieures moyennes (MPP) que 1’on observe sur les topologies obtenues. Un

deuxiéme facteur a prendre en compte est la profondeur du nceud évalué. En effet, du fait du
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nombre de nceuds terminaux qu’il implique, la probabilité qu’un nceud profond soit retrouvé
par plusieurs génes du fait d’un signal non-phylogénétique est plus faible qu’un nceud plus
récent, qui implique moins de taxons. Par exemple, un nceud contenant trois taxons implique
qu’il existe au maximum trois hypothéses de parenté, et en I’absence de signal phylogénétique
fort, on s’attend a ce que les trois hypothéses soient répétées aléatoirement dans 1/3 des analyses

séparees.

Conflits entre les topologies obtenues avec et sans recodage des 3¢ positions de codons

La forte congruence topologique entre les arbres Bayésiens reconstruits a partir des
alignements avec et sans recodage des 3¢ positions de codons (fig. 22) suggére que la densité
de I’échantillonnage taxonomique a permis de contrebalancer 1’impact du biais (Jeffroy et al.
2006). Les deux topologies différent seulement en trois points de 1’arbre : (i) les positions
relatives des clades [Ammotheidae, Pallenopsidae], [Endeidae, Phoxichilidiidae],
Ascorhynchus (incl. Bathyzetes) et Eurycyde, (ii) les nceuds internes au clade [Nymphonidae +

Callipallenidae], et (iii) les nceuds internes aux Pallenopsidae.

(i) Dans la topologie obtenue sans recodage des 3¢ positions de codon, le clade [Ammotheidae,
Pallenopsidae] est regroupé avec les genres Ascorhynchus et Eurycyde en groupe frére de
[Endeidae, Phoxichilidiidae]. Aprés recodage des 3¢ positions de codons, cependant, le clade
[Ammotheidae, Pallenopsidae] est directement placé en groupe frére du clade [Endeidae,
Phoxichilidiidae], excluant Ascorhynchus et Eurycyde. Cette seconde hypothése est beaucoup
plus soutenue et répétée. De plus, elle est en congruence avec les données morphologiques,
puisque les familles Ammotheidae, Endeidae, Pallenopsidae et Phoxichilidiidae présentent
toutes des ovigeres sans griffe terminale, un caractére toutefois partagé avec certains
Callipallenidae et le genre Austrodecus (qui ne posséde pas de strigilis). Ces résultats suggerent
que la topologie obtenue sans recodage est fortement impactée par les transitions en 3¢ position
de codons, et donc probablement par la saturation des donnees. Cette hypothéese est cohérente
avec le fait que la divergence entre ces familles est ancienne. En effet, on retrouve des fossiles

d’Endeidae, et peut-étre d’ Ammotheidae dés le Jurassique (Charbonnier et al. 2007Db).

(if) La faible congruence entre les deux topologies au sein du clade [Nymphonidae +
Callipallenidae] est sans équivalent ailleurs dans les topologies. Les nceuds concernés sont tous

extrémement peu soutenus ou répétés (Rep = 0 a 2), et ne sont souvent pas retrouvés dans les
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analyses en maximum de vraisemblance. A contrario, les relations basales du clade sont
soutenues et répétées. Un faible soutien des nceuds dans les analyses concaténées, et une faible

répétition peuvent étre le signe d’une radiation évolutive (Ropiquet et al. 2009).

(iii) Les Pallenopsidae présentent quatre groupes dont les relations changent selon qu’il y ait ou
non recodage des 3° positions de codons : le clade [Pallenopsis angusta, P. crosslandi], le clade
[P. candidoi, P. meridionalis, P. pilosa, P. schmitti], le clade [Bathypallenopsis molissima,
Bathypallenopsis sp., Pallenopsidae], et Pallenopsis sp. Deux de ces clades regroupent des
spécimens ayant une composition en bases du génome mitochondrial atypique : Pallenopsis
angusta 1U-2008-510 présente une inversion significative du biais au niveau des genes ATP6,
CO1 et CO2, ainsi qu’une inversion non significative au niveau des genes ATP8, CytB, ND2,
ND3 et ND6 ; P. angusta 1U-2008-510 présente une inversion significative du biais au niveau
des genes ATP6, CO1 et CO2, ainsi qu’une inversion non significative au niveau des genes
ATP8,ND2, ND3 et ND6 ; P. crosslandi présente une inversion significative du biais au niveau
des génes CO1 et CO2, ainsi qu’une inversion non significative au niveau des génes ATP6,
ATPS8, CytB, ND2 et ND3 ; et Pallenopsis sp. présente une inversion significative du biais au
niveau des génes COL1 et CytB, et une inversion non significative au niveau des génes ATP®6,
CO2, ND2 et ND3 (fig. 21). Pallenopsis sp. et [Pallenopsis angusta, P. crosslandi] sont
regroupés en 1’absence de recodage des 3° positions de codons, mais ne le sont plus apres
recodage. Il est donc probable que leur regroupement soit un artéfact généré par la saturation
en 3° position de codons. Il est particuliérement remarquable de voir que le nceud qui regroupe
ces deux clades est assez soutenu et répété (Rep=5), ce qui montre la nécessité de prendre en

compte le biais de composition en bases dans I’interprétation des phylogénies.

Plus subtilement, le recodage des troisiemes positions de codons impacte le soutien de
certains nceuds relativement profonds qui sont répétés dans les analyses avec et sans recodage.
C’est notamment le cas de la monophylie des Ammotheidae. Nous avions déja aborde le
probleme de la monophylie de ce groupe au chapitre précédent (Sabroux et al. 2017) et avions
montré que I’hétérogénéité de la composition en bases du génome mitochondrial favorisait les
topologies artéfactuelles sur les marqueurs mitochondriaux. Dans notre analyse sans recodage,
on retrouve bien la monophylie des Ammotheidae, avec les analyses séparées de six genes. En
passant au recodage des 3° positions de codons, ce soutien passe a 8 génes. Un constat similaire
peut étre fait pour le genre Nymphopsis. Cependant I’effet contraire existe également, des clades
bien soutenus dans les analyses sans recodage, mais réunissant des taxons avec des

compositions en bases hétérogenes (e.g. Colossendeinae et Hedgpethinae, ou Anoplodactylus
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sp. (1U-2012-6592) et les autres Anoplodactylus) sont moins soutenus lorsque les 3° positions

de codons sont recodées en purine/pyrimidine.

Enracinement et attraction de longues branches

Trouver le clade [Nymphonidae + Callipallenidae] comme premier groupe divergent
dans la phylogénie des pycnogonides est un résultat inédit. Arango & Wheeler (2007) trouvent
le clade [Austrodecidae, Colossendeidae, Pycnogonidae, Phoxichilidium] comme groupe frere
de tous les autres pantopodes; Arabi et al. (2010) indiquent que les Austrodecidae,
Pycnogonidae et Colossendeidae seraient les premiers groupes divergents, avec une position
des Austrodecidae reposant sur une topologie obtenue avec le géne 18S seul. Nous avions nous
méme retrouvé des résultats similaires a Arabi et al. (Sabroux et al. 2017). L’ensemble de ces

topologies souffre cependant d’un manque de soutien des nceuds profonds.

La branche par laquelle le clade [Nymhponidae + Callipallenidae] s’insére au sein de
Pycnogonida est 1’'une des plus longues retrouvées dans les topologies. Une telle branche se
retrouve d’ailleurs également chez Arabi et al. (2010) et Sabroux et al. (2017). Elle marque une
forte divergence des Nymphonidae et Callipallenidae, qui présentent une organisation trés
différente du génome mitochondrial (fig. 17, 20 ; Podsiadlowski & Bradand 2006 ; Masta et al.
2010). Ce type de longue branche peut favoriser une attraction vers la racine lorsque les groupes
externes sont treés divergents (Bergsten 2005), ce qui est typiquement le cas chez les
pycnogonides (e.g. Arabi et al. 2010). Il est donc trés vraisemblable que cet enracinement soit

artéfactuel.

Dans notre étude, les topologies obtenues a partir des analyses sur les génes séparés
suggerent régulierement une divergence basale des Colossendeidae (quatre genes, avec ou sans
recodage des 3° positions de codons), une hypothése généralement peu soutenue mais
congruente avec les résultats d’Arabi et al. (2010, 2012). Cette hypothése est d’autant plus
convaincante qu’elle est étayée par des caracteres discrets du génome mitochondrial : Dietz et
al. (2011) mentionnent que le géne mitochondrial codant pour I’ARNt-A posséde un bras D
réduit chez Achelia bituberculata, Ammothea hilgendorfi, Nymphon gracile,,Nymphon sp. et
Tanystylum obiculare, tandis qu’il est complet chez Colossendeis megalonyx, un caractere
partagé avec les groupes externes. Nous confirmons ce résultat pour ’ensemble des
Colossendeidae dans nos données, et retrouvons également ce bras D chez les Pycnogonidae,

alors qu’il est absent chez tous les autres génomes mitochondriaux de pycnogonides séquencés.
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Nous observons également que la séquence de 1’anticodon de la Lysine des Colossendeidae
(AAG) est partagée avec les Pycnogonidae et la plupart des groupes externes (excepté les
Crustaces), mais pas avec la plupart des autres pycnogonides qui présentent un anticodon AAA
(exception faite de deux espéces d’Ascorhynchus). Les familles Pycnogonidae et
Colossendeidae sont retrouvees en groupes fréres avec de forts soutiens et une forte répétition,
en particulier pour un nceud interfamilial (Rep/Repry = 6/5). Au vu de ces donnees, ces deux
familles sont de meilleures candidates a une divergence précoce que le clade [Nymphonidae +
Callipallenidae]. En I’état, il est difficile de se prononcer sur le premier des deux taxons a avoir
divergé, vus les faibles soutiens qu’ont 1’'une ou I’autre des topologies chez Arabi et al. (2010),

Sabroux et al. (2017) ou les résultats de ce chapitre.

Relations phylogénétiques soutenues
Paraphylie des Callipallenidae

Le clade [Callipallenidae + Nymphonidae] est un nceud fortement soutenu dans toutes
les analyses. Les Callipallenidae sont retrouvés paraphylétiques du fait de la divergence basale
des Pallenoides dans le clade [Callipallenidae + Nymphonidae], un résultat soutenu par les
analyses séparées (Rep/Repry = 3/4). Contrairement aux Nymphonidae qui montrent une
morphologie trés homogéne (chelae avec des dactyles fins et denticulés, palpes a 5 articles,
ovigeres avec un strigilis portant des épines composées lancéolées et une griffe terminale), les
Callipallenidae sont morphologiquement tres variables, ce qui est illustré par un nombre de
genres particulierement élevé dans cette famille (18 genres reconnus par Bamber et al. 2018).
Certains genres partagent d’ailleurs des traits avec les Nymphonidae, ce qui soutient
I’hypothése de la paraphylie : la présence de palpes (un & quatre articles) chez les males des
genres Anoropallene, Mimipallene, Neopallene, Oropallene, Propallene, Safropallene alors
que les palpes sont absents chez les autres genres de la famille. Les ovigeres des Cheilopallene,
Meridionale, Parapallene, Pseudopallene, Safropallene, Seguapallene et Stylopallene portent
une griffe terminale, comme chez les Nymphonidae, ce caractéere étant absent chez les genres
Austropallene, Callipallene, Pallenoides et Propallene) (Child 1982 ; Arnaud & Child 1988 ;
Staples 2014). Enfin, cette paraphylie est étayée par des caractéres neuroanatomiques :
« I’organe ventral » (un centre de prolifération des cellules neurales) s’internalise dans le
ganglion nerveux au début de la phase post-embryonnaire de la grande majorité des
pycnogonides étudiés (Ammotheidae, Endeidae, Phoxichilidiidae, Pycnogonidae), y compris
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certains Callipallenidae (Callipallene) ; tandis que chez les Nymphonidae, mais aussi les
Callipallenidae Meriodionale et Pseudopallene, I’organe ventral se détache et se positionne a
I’extérieur du ganglion, sur sa face ventrale, suggérant un rapprochement entre ces taxons
(Brenneis et al. 2014, 2018). Toutefois, les relations au sein du clade [Callipallenidae +
Nymphonidae] sont trop faiblement résolues dans notre analyse pour tenter de valider certains
regroupements par la morphologie. Il semble également prématuré de commenter la paraphylie
des Nymphonidae, car le nceud soutenu (Rep = 4) entre Parapallene bermudensis et le clade
[Nymphon aemulum, Nymphon gracile] peut résulter d’une attraction des longues branches et

d’une convergence liée a une composition en base originale du génome mitochondrial (fig. 21).

Ammotheidae et Pallenopsidae

La monophylie du clade [Ammotheidae, Pallenopsidae] est 1’une des relations
interfamiliales les plus soutenues dans les différentes analyses. La paraphylie du clade n’est
trouvée que dans 2 analyses (sans recodage) et s’explique par une position instable des
Achelinae, soit par exclusion du clade [Achelia gracilis, A. sawayai] (CO1), soit par exclusion
d’Ammothella spinifera (ATP6), ces deux groupes étant caractérisés par un biais de
composition en bases majoritairement positif. Nous avons déja commenté cette instabilité au
sein des Achelinae sur les marqueurs mitochondriaux (Sabroux et al. 2017), qui est
vraisemblablement due a la forte variation du biais de composition en bases qui favorise les
attractions de longues branches. Le regroupement des Ammotheidae et Pallenopsidae n’est a
notre connaissance jamais suggéré dans la littérature taxonomique, bien qu’il soit parfois trouvé
(sans soutien) dans certaines phylogénies (Arabi et al. 2010 ; Sabroux et al. 2017). Ces taxons
présentent des caracteres tres différents au niveau des appendices céphaliques : les chélifores
des Ammotheidae sont réduits, rarement fonctionnels, alors qu’ils sont développés chez les
Pallenopsidae ; les palpes des Ammotheidae portent entre 4 et 9 articles, alors qu’ils sont réduits
a un bourgeon chez les Pallenopsidae. Ces caractéres expliquent que les Ammotheidae aient été
plus souvent rapprochés des Ascorhynchidae (Stock 1994), et les Pallenopsidae des
Callipallenidae (Hedgpeth 1947) ou des Phoxichilidiidae (Bouvier 1923). Bamber (2007b) et
Bamber et al. (2018) les classent méme respectivement dans les superfamilles des
Ascorhynchoidea, et des Nymphonoidea. 1l est cependant intéressant de constater que les deux
familles partagent certains caracteres : les ovigeres portent tous deux une structure & 10 articles

(probablement plésiomorphe), avec un strigilis a quatre articles inégaux. Chez les deux familles,
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il y a un fort dimorphisme sexuel au niveau des ovigeres, et le strigilis est souvent non-

fonctionnel chez les femelles.

Relations phylogénétiques peu soutenues
Endeidae et Phoxichilidiidae

Le clade [Endeidae, Phoxichilidiidae] est peu soutenu dans les analyses (Rep =1 a 2),
bien que le recodage des 3° positions de codons entraine une légére augmentation du soutien
des analyses concaténées (PP = 0,93 = 1). Cependant, ce nceud mérite d’étre discuté plus avant,
puisqu’il est I’'une des rares relations interfamiliales de cette analyse a étre regulierement citée
dans la littérature taxonomique : par exemple, Bamber (2007b) classe les Phoxichilidiidae et
Endeidae au sein d’une méme superfamille, les Phoxichilidoidea. Le genre Endeis a méme été
considéré comme un représentant sans chélifores de la famille Phoxichilidiidae par Stock (e.g.
1994). Trois caracteres morphologiques étayent ce regroupement (Arango & Wheeler 2007) :
I’absence de palpes chez 1’adulte, la structure des ovigeres (nombre d’articles réduit entre 6 et
8, strigilis fortement transformé par rapport aux autres familles) et la perte compléte des
ovigeres chez les femelles. L’une des raisons qui pourrait expliquer la difficulté a joindre
Phoxichilidiidae et Endeidae est la forte variation de la composition en bases du génome
mitochondrial (fig. 21), particulierement hétérogéne chez les Phoxichilidiidae, alors que la

composition en bases du génome mitochondrial des Endeidae est tres stable.

Paraphylie des Ascorhynchidae

La paraphylie des Ascorhynchidae est répétée dans les deux analyses mais faiblement
soutenues par les indices Rep, MPP, PP et de bootstrap. Ce n’est pas la premiére fois que les
Ascorhynchidae apparaissent paraphylétiques dans les analyses sur les marqueurs
mitochondriaux (Arabi et al. 2010 ; Sabroux et al. 2017). Cependant, ces mémes études
retrouvaient les Ascorhynchidae monophylétiques sur les marqueurs nucléaires (18S). Dans
notre échantillonnage, deux spécimens montrent une composition atypique du génome
mitochondrial : Ascorhynchus sp. (1U-2013-6852) montre une inversion significative des biais
A-T et C-G au niveau du CO1, et des inversions non significatives pour les génes ATP6, CO2,
CO3, CytB, ND2 (biais A-T), ND4, ND5 (biais C-G) et ATP8 (biais A-T et C-G); Bathyzetes

sp. montre une inversion non significative du biais A-T sur les génes CO1 et CO3, et du biais
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C-G sur le gene ND2. Cette hétérogénéité peut participer a rendre les Ascorhynchidae
paraphylétiques dans les analyses sur le génome mitochondrial (et en effet la monophylie des
Ascorhycnhus n’est répétée que 4 fois), mais le probléme le plus répété est la séparation entre
Eurycyde et Ascorhynchus (retrouvée dans 11 analyses sur 12 dans les analyses sans recodage).
Les deux groupes sont trés différents morphologiquement (notamment sur la structure du
proboscis) mais aussi dans 1’organisation du génome mitochondrial, les Eurycyde se
caractérisant par une inversion du sens du géne de I’ARNt-P par rapport aux Ascorhynchus.
Mais ils possedent aussi des caractéres morphologiques communs, notamment la structure du
strigilis qui porte toujours deux rangées d’épines composées. La divergence entre Ascorhynchus
et Eurycyde est vraisemblablement ancienne a en croire notre identification d’un Eurycyde dés
le Jurassique supérieur (chapitre 1). Il est donc possible que la divergence ancienne des taxons
et la saturation qu’elle entraine (Ropiquet et al. 2009) expliquent les difficultés a retrouver le

taxon monophylétique avec les genes mitochondriaux.

Conclusions et Perspectives

Nos résultats mettent en évidence pour la premiere fois des relations phylogénétiques
bien soutenues entre certaines familles de pycnogonides : les Ammotheidae sont retrouvés
groupe frere des Pallenopsidae; ce clade se regroupe avec les Endeidae et les
Phoxichilidiidae avec de bons soutiens ; et le clade [Callipallenidae + Nymphonidae], déja
décrit chez Arabi et al. (2010) et Sabroux et al. (2017) est retrouvé. Ces résultats ne donnent
qu’une idée partielle des relations interfamiliales ; ils n’apportent qu’un faible soutien au clade
[Endeidae, Phoxichilidiidae], ne confirment pas la monophylie des Ascorhynchidae, ni ne
permettent de statuer de leur position, et ils ne permettent pas d’identifier les divergences
basales. Pourtant, ces résultats remettent d’ores et déja en cause la classification des
pycnogonides (voir Bamber et al 2018) : les Pallenopsidae, considérés longtemps comme
proches des Callipallenidae et des Nymphonidae, sont retrouvés ici en groupe frere des
Ammotheidae, qui ont longtemps été vus comme proches des Ascorhynchidae. 1ls montrent
aussi que les Callipallenidae, dans leur acceptation actuelle, sont probablement paraphylétiques.
Ces résultats remettent en question les caracteres utilisés dans la systématique de ce groupe, en
particulier I’importance des appendices céphaliques (chélifores, palpes, ovigéres), dont
I’évolution semble en fait extrémement homoplasique : ne serait-ce qu’au sein du clade

[Ammotheidae, Endeidae, Pallenopsidae, Phoxichilidiidae], les palpes sont par exemple
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présents chez les Ammotheidae, absentes chez les Endeidae et Phoxichilidiidae et réduits a un
bourgeon chez les Pallenopsidae ; les chélifores sont présents chez les Pallenopsidae et
Phoxichilidiidae, absents chez les Endeidae, ou réduits chez les Ammotheidae (caractére qu’il
partage avec les Ascorhynchidae). L’évolution des ovigéres semble cependant plus cohérente
avec nos résultats, puisque la monophylie du clade [Ammotheidae, Endeidae, Pallenopsidae,
Phoxichilidiidae] est soutenue par la perte de la griffe terminale des ovigeres, tandis que celle
du clade [Ammotheidae, Pallenopsidae] se retrouve dans la structure proche du strigilis chez

ces deux familles.

Alors que la plupart des nceuds de nos topologies sont fortement soutenues par les PP,
il est intéressant de voir que certains nceuds basaux montrent des soutiens plus faibles (PP =
0,9). Ce faible soutien est plus fortement marqué par les MPP et les valeurs de Bootstrap, et se
combine a de faibles indices de répétabilité. C’est également le cas des nceuds profonds du clade
[Nymphonidae+Callipallenidae], en dehors de la divergence précoce des Pallenoides. Ces
résultats sont également retrouvés dans d’autres analyses qui combinent marqueurs nucléaires
et mitochondriaux (Arabi et al. 2010 ; Sabroux et al. 2017). Cela pourrait étre le signe de deux
évenements de radiation évolutive distincts chez les pycnogonides (Ropiquet et al. 2009), ’un
a la base des pantopodes, l’autre, plus récent, a la base du clade [Nymphonidae +

Callipallenidae].

Le génome mitochondrial présente quelques limites dans les analyses phylogénétiques :
les génes sont tous regroupés sur une seule molécule, ce qui implique qu’ils partagent la méme
histoire évolutive ; le biais brin-spécifique nécessite un traitement particulier des données, par
exemple par recodage ou élimination des 3° positions de codons (Delsuc et al. 2003 ; Jeffroy et
al. 2006) ou avec le modele NTE (Neutral Transition Exclusion ; Hassanin et al. 2006), ce qui
diminue la quantité d’information. Pire encore, si le biais et ses inversions ne sont pas pris en
compte, ils peuvent impacter la reconstruction phylogénétique (Hassanin et al. 2005 ; Hassanin
2006 ; Arabi et al. 2010 ; Sabroux et al. 2017). Pour ces raisons 1’inclusion de nouvelles données
du génome nucléaire doit étre la prochaine étape a I’étude de la phylogénie des pycnogonides.
Nous avons tenté d’extraire les séquences des genes 18S et 28S en méme temps que le génome
mitochondrial a partir des séquencages en multiplexage, mais la faible variabilité de certaines
régions de ces genes sont propices a la construction de séquences chimériques issues de
plusieurs espéces différentes. Il faut donc envisager le séquencage massif du génome nucléaire
des pycnogonides selon des approches différentes : le séquencage du génome complet, la

capture de fragments génomiques et le séquengage du transcriptome.
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Le sequencage du génome complet des pycnogonides apporterait a coup sdr une grande
quantité de données pour la phylogeénie : a titre de comparaison avec le génome mitochondrial
(~ 15 kb), le génome nucléaire de la limule (L. polyphemus, C. rotundicauda et T. trispinosus)
représente entre 1,5 et 2,8 Gb (Kenny et al. 2016). Cependant, du fait de I’importante proportion
de séquences intergéniques, et de la présence de génes en multicopies, une grande quantité
d’ADN est nécessaire si 1’on souhaite obtenir une couverture suffisante. Il sera donc trés
difficile de séquencer le génome entier de petites especes, et les grandes especes antarctiques
seront privilégiées. Un second probléme réside dans 1’assemblage et I’annotation du premier
génome de pycnogonide, sachant qu’aucune référence proche n’est actuellement disponible
pour ce taxon. L’absence de génome complet de pycnogonide est aussi trés limitant pour

envisager une approche par capture de fragments génomiques.

Le séquencage du transcriptome (e.g. Rehm et al. 2014 ; Sharma et al. 2014) consiste a
séquencer (indirectement) les ARN (Wen et al. 2015) exprimés dans un tissu ou un individu.
Apreés filtration du jeu de données, cette approche permet d’obtenir un grand nombre de génes
orthologues en copie unique (> 1 500 chez Rehm et al. 2014 ; > 3 500 chez Sharma et al. 2014).
Toutefois, les molécules d’ARN sont beaucoup plus instables que les molécules d’ADN ; leur
durée de vie est tres courte (demi-vie de 9h pour I’ARNmM, 30 a 50h pour I’ARNTr ; Abelson et
al. 1974), ce qui implique qu’elles disparaissent rapidement apres la mort de I’animal. Afin
d’assurer la conservation de I’ARN, il est nécessaire de conserver les spécimens dans du RNA
later et au congélateur. Un autre probléme est la proportion de données manquantes dans les
transcriptomes, en particulier dans le cas d’organismes de petite taille (63,8 a 24,9% selon les
analyses pour Sharma et al. 2014), ce qui peut poser des problémes de reconstruction

phylogénétique (Wiens 2006).
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Données supplémentaires 1 — Liste des 137 séquences analysées (pycnogonides et groupes
externes).
Voir annexe 3 en fin de document

Données supplémentaires 2 — Liste des anticodons identifiés sur les 137 génomes
mitochondriaux analysés (pycnogonides et groupes externes).
Voir annexe 3 en fin de document

Données supplémentaires 3 — Types d’organisations des génomes mitochondriaux de
pycnogonides dans 1’échantillonage.
Voir annexe 3 en fin de document
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de Martinique (Petites Antilles




Recto : Quelques nouvelles espéces probables de Martinique. De gauche a droite puis de haut en bas, Pallenoides sp. 1 (« la Manman dlo »),
Ammothella sp. 1 (« de Dirberg »), Tanystylum sp. 3 (« I’échassier »), Pycnogonum sp. 1 (« de Césaire »), vue dorsale du corps.
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Contexte du projet

Entre septembre et octobre 2016, j’ai eu I’opportunité de participer a I’expédition du

MNHN, Madibenthos (https://expeditions.mnhn.fr/campaign/madibenthos) en Martinique

(Petites Antilles francaises). Nous avons etudié la diversité de ces collectes particuliérement
riches afin de mettre en évidence les lacunes dans les connaissances de la faune des Caraibes et

de proposer des pistes pour I’exploration de la diversité des pycnogonides.

Pourquoi la Martinique ?

Les compactus du MNHN recélent une quantité remarquable de pycnogonides collectés
ces 10 dernieres années lors des missions des programmes La Planete Revisitée, Tropical Deep-
Sea Benthos et antarctiques (CEAMARC, POKER, REVOLTA) (tableau 8). D’une manicre
générale, la faune tropicale des pycnogonides est nettement moins explorée que la faune
antarctique, qui concentre I’essentiel des études de génétique des populations (e.g. Arango et
al. 2011 ; Soler-Membrives 2017 ; Collins et al. 2018) ou de taxonomie intégrative (e.g. Krabbe
et al. 2010 ; Dietz et al. 2013, 2015 ; Weis et al. 2014). Pourtant, la faune Antarctique ne
représente que 20% de la diversité mondiale (Munilla & Soler-Membrives 2015 ; Soler-
Membrives et al. 2017). Les pycnogonides ont toujours été un taxon phare de 1’océan Austral,
du fait de leur abondance et souvent de leur gigantisme qui les rend faciles a collecter et a
observer. C’est d’ailleurs 1’un des premiers taxons marins décrits en Antarctique (Eights 1835).
La présence dans 1’océan Austral de sept des neuf espéces polyméres (cing a six paires de
pattes ; Bouvier 1911) a aussi attisé la curiosité des biologistes pour cette région. A ’inverse,
les pycnogonides tropicaux sont nettement plus petits (la longueur du tronc dépasse rarement
les 3 mm ; Stock 1986). Le taxon n’étant pas considéré comme important économiquement,
étant difficile d’identification et ne jouant pas le role d’indicateur biologique (ne serait-ce que
parce qu’on connait trés mal leur écologie), peu d’efforts ont été faits pour les collecter en
dehors de I’ Antarctique, et ils sont rarement cités dans les inventaires marins tropicaux, méme

lors des inventaires « tous taxons » ou supposés étre exhaustifs (e.g. Hoeksema 2016).

Les missions organisées par le MNHN ont permis de constituer des collections de
pycnogonides originales, intégrant des zones géographiques rarement voire jamais explorées
pour ce taxon. De ce fait, elles renferment de nombreux spécimens qui restent encore a identifier

au niveau taxonomique et dont certains pourraient appartenir a des especes nouvelles. Une
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grande partie de ces collections provient de I’Indo-Pacifique: Madagascar (Miriky,
2009 Atimo-Vatae, 2010), Mozambique (Mainbaza, 2009); Papouasie-Nouvelle Guinée
(Papua Niugini 2012 ; Kavieng, 2014), Nouvelle-Calédonie (Kanacono, 2016 ; Biomaglo,
2017), Vanuatu (Santo 2006).

Tableau 8. Liste des campagnes récentes du Muséum et nombre de spécimens.

Localité

Année Campagne ) - #spécimens Profondeur Programme
géographique
2008 CEAMARC Antarctique 2442 139-2065 m Antarctique
. La Planéte
2009 MAINBAZA Mozambique 72 87-1820 m revisitée
2009 MIRIKY Nord Madagascar 10 22-1100 m La Planéte
revisitée
2009 TARASOC Polynésie 8 40-1500 m Tropical Deep
Francaise Sea Benthos
2010 POKER II Kerguelen 56 67-951 m Antarctique
2010 ATIMO VATAE  Sud Madagascar 185  0-991m La Planete
revisitée
Papouasie- i Tropical Deep
2010 BIOPAPUA Nouvelle Guinée 37 80-1390 m Sea Benthos
Nouvelle Tropical Deep
2011 EXBODI Calédonie 23 70-1180m Sea Benthos
2012 PAPUA NIUGIN| Fapouaste- 405  0-1065m La Planéte
Nouvelle Guinée revisitée
PAKAIHI I TE Marquises )
2012 MOANA (Polynésie) 27 0-60 m AAMP
2012 KARUBENTHOS & deloupe ~200  0-130m La Planéte
2012 revisitée
2013 Taiwan 2013 Taiwan 19 300-1200m | ropical Deep
Sea Benthos
2014 Guyane 2014 Guyane 130 21-599m La Planéte
revisitée
2014 lles du Salut Guyane 132 0-15m La Planéte
revisitée
2014 KAVIENG 2014  Fapouasie- 212 0-1252m La Planete
Nouvelle Guinée revisitée
Papouasie- i Tropical Deep
2014 MADEEP Nouvelle Guinée 25 100-1274 m Sea Benthos
KARUBENTHOS Tropical Deep
2015 2015 Guadeloupe 5 60-835 m Sea Benthos
2015 ZhongSha 2015 Taiwan 15 161-163am . opical Deep
Sea Benthos
2016 KANACONO ~ Nouvelle 99 48-1027m Tropical Deep
Calédonie Sea Benthos
2016 MADIBENTHOS Martinique 803  0-80m La Planéte
revisitée
2017 KANADEEP Nouvelle ~100  120-1260m L ropical Deep
Calédonie Sea Benthos
2017 BIOMAGLO Mayotte 3 82-1080 m Tropical Deep
Sea Benthos
WALTER Au large de Tropical Deep
2017 SHOALS I’ Afrique du Sud S 0-2500 m Sea Benthos
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Cette richesse nous a permis de développer, au-dela de I’aspect phylogénétique, une
approche taxonomique pour décrire la diversité tropicale. Parmi les collections les plus riches,
nous souhaitions dans un premier temps étudier les collections de Madagascar, ou seule une
quarantaine d’espéces ont été décrites (Bouvier 1911 ; Stock 1965, Arnaud 1971a, b, 1972,
1973 ; Stock 1974 ; Child 1988b ; Turpaeva 1991). Cela represente seulement 2 a 3% de la
diversité totale des pycnogonides alors que cette région est connue pour héberger une trés riche
biodiversité marine (Roberts et al. 2002).Mais cette étude de la faune malgache s’est heurtée a

plusieurs problemes :

Ampleur de travail. La faune malgache est encore peu connue, et les localités alentour
(golfe d’Aden et ouest de I’océan Indien) sont également peu prospectées. D’une manicre
générale, les connaissances sur 1’Indo-Ouest Pacifique reposent surtout sur quelques localités,
e.g. Philippines (Child 1988a), Nouvelle Calédonie (e.g. Stock 1991b, ¢ ; Bamber 2007a), Japon
(e.g. Nakamura & Child 1983, 1991). Nous nous sommes rapidement rendu compte que
I’identification taxonomique du matériel de Madagascar poserait de nombreux problémes
logistiques liés a 1’accés aux spécimens types des especes décrites dans la région et de celles

susceptibles d’y étre présentes.

Matériel disponible. Bien qu’importantes, les collections de Madagascar du MNHN
représentent « seulement » environ 300 spécimens, ce qui limite la représentation des espéces
rares. De plus, le barcoding des spécimens de Madagascar s’est fait sans expertise taxonomique
préalable (données CO1 produites avant mon arrivée en these). Par conséquent, une fraction
importante des espéces collectées (~1/4-1/3), notamment des espéces rares, n’ont pas été
barcodées. Aujourd’hui, il est trop tard pour envisager une extraction d’ADN sur ces taxons car
beaucoup de temps a passé depuis leur collecte (8 ans) et on peut anticiper une dégradation
importante des molécules. En effet, nous avons constaté que les extraits d’ADN réalisés sur des
spécimens de plus de 6-8 ans ne permettent pas une amplification du géne CO1. Les seules
exceptions concernent les especes geantes (longueur du tronc > 10 mm), pour lesquels les tissus
sont plus abondants et ont probablement été mieux fixés dans 1’éthanol a 80%. En revanche,
1I’ADN ne se conserve pas bien chez les taxons de petite taille en raison de la faible quantité de
tissus présente dans les pattes, celles-ci étant souvent particulierement fines, avec un volume
interne majoritairement constitué de la lumiére des diverticules digestives (Arnaud & Bamber
1987).

Ainsi, nous avons considéré que la Martinique pouvait représenter une excellente

alternative pour mener a terme une étude sur la biodiversité des pycnogonides. En effet, la zone
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Atlantique Ouest tropicale (golfe du Mexique, Bermudes, Bahamas et Caraibes ; voir Spalding
et al. 2007) est parmi les mieux explorées pour le groupe en dehors de I’ Antarctique (Hedgpeth
1948 ; Stock 1986), avec 130 espéces connues dans la région. La littérature est également plus
abondante, avec au moins une quarantaine de publications (voir données supplémentaires de
I’article 4), dont plusieurs reposent sur un effort d’échantillonnage important (e.g. Hedgpeth
1948 ; Child 1992 ; Miiller & Krapp 2009). Enfin, du fait de ma participation a I’expédition en
Martinique, un effort particulierement marqué a été fait pour y collecter des pycnogonides.
C’est probablement pour cette raison que leur abondance depasse de trés loin celle des autres
localités tropicales prospectées auparavant par le MNHN (tableau 8) : plus de 800 spécimens
collectés en Martinique ; contre 3 & 405 spécimens collectés par mission dans les autres localités
tropicales. Sur la base d’une identification taxonomique préliminaire sur le terrain, nous avons

pu effectuer une sélection éclairée des spécimens a barcoder.

Enjeux et implications

Mais étudier la diversité des pycnogonides martiniquais n’est pas seulement une
« solution par défaut » par rapport a Madagascar. En effet, il est souvent admis dans la littérature
que la diversité des pycnogonides de 1’Ouest Atlantique est « assez bien explorée » (Hedgpeth
1948 ; Stock 1986). Cette affirmation semble d’ailleurs confirmée par le fait que le nombre de
nouvelles occurrences dans la région tend a se stabiliser depuis une dizaine d’années (fig. 23a).
Toutefois, ce résultat peut aussi étre lié a une diminution des études de biodiversité marine dans
I’Ouest Atlantique (Hoeksema et al. 2017). Pour les pycnogonides, cette hypothése est
corroborée par le fait que la littérature de la région tend & décliner depuis les années 1980 (fig.
23b). Ainsi, trouver une grande quantité de nouvelles especes en Martinique en utilisant une
approche de collecte massive (qui a fait ses preuves pour d’autres taxons difficiles, tels que les
micro-mollusques ; Bouchet et al. 2002 ; Albano et al. 2011) prouverait que nos connaissances
restent lacunaires dans cette région pourtant considérée comme bien explorée. Cela pourrait

avoir un impact important sur la maniere d’appréhender la biodiversité des pycnogonides.
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Figure 23. Historique de la description des pycnogonides dans la région Atlantique Ouest tropicale (selon la
définition de Spalding et al. (2017), a laquelle on ajoute Trinidad & Tobago, et le nord du golfe du Mexique).
(a) nombre de nouvelles occurrences dans la région par année (courbe noire) et courbe d’accumulation des espéces
(gris) ; (b) nombre de publications taxonomiques incluant les pycnogonides de la région par décennie.

Trois études ont été publiées sur les pycnogonides du littoral martiniquais (Bourdillon
1955 ; Miiller 1990 ; Miller & Krapp 2009), recensant ainsi un total de 20 espéces (dont une,
Nymphon macabou, seulement connue de 1’ile) pour 60 spécimens (tableau 9). Pour I’ensemble
de I’arc Est Caraibes (des iles Vierges jusqu’a Grenade), le nombre d’especes s’éleve a
seulement 48, alors que cette région est considérée comme riche pour la biodiversité marine
(Miloslavich et al. 2010).

L’¢tude des plus de 800 pycnogonides collectés lors de 1’expédition Madibenthos a
permis de réveler 53 morpho-espéces supplémentaires pour la Martinique dont 47 sont de
nouvelles occurrences pour 1’arc Est Caraibe, 13 étant nouvelles pour la Science. Suite a cette
étude, la diversité connue de I’fle est multipliée par quatre, et les analyses de la diversité
(données moléculaires, données de collectes) suggerent que davantage de collectes devraient
permettre d’y découvrir d’autres especes, et ce d’autant plus si de nouveaux habitats (e.g. milieu

interstitiel) sont explorés.
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Tableau 9. Faune décrite sur le littoral martiniquais et références associées.

Miller
: (1990),
Taxonomie Bourdillon Miller &
(1955) K
rapp
(2009)
. A. gracilis X
Achelia A. sawayali X
A
appendiculata X
Ammothella A exornat_a X
A. marcusi X
A. rugulosa X
AMMOTHEIDAE P
A. spinifera X
T X
acuminatum
Tanvstvlum T. birkelandi X
ysty T. isthmiacum X
T. geminum X X
T. tayronae X
ASCORHYNCHIDAE  Ascorhynchus  A. sp. X
CALLIPALLENIDAE Callipallene C. emaciata X
NYMPHONIDAE Nymphon N. macabou X
A.
batangensis X X
PHOXICHILIDIIDAE Anoplodactylus californicus X X
A. micros X
A. montrema X
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ABSTRACT

The marine biodiversity of the tropical northwestern Atlantic (TNWA) has been explored by
many great naturalists’ expeditions. After more than one century of marine exploration, how
well do we know its biodiversity? As a poorly studied taxon, sea spiders (Arthropoda:
Pycnogonida) are excellent candidates to address this issue. Here we report the results from the
Madibenthos survey conducted on the coasts of Martinique during fall 2016, in which sea
spiders were collected on 138 sampling events by different methods. A total of 67 pycnogonid
species, including 13 species probably new to science, were identified during the Madibenthos
survey, whereas only 20 species were previously known from Martinique. Relying on an
extensive and intensive sampling, the collection of pycnogonid from Madibenthos survey is
one of the richest for TNWA. DNA barcoding based on 172 new CO1 sequences helped to
discriminate species with inconspicuous diagnostic characters and pointed out 11 additional
possible cryptic species. Richness estimators and species rarity indicate that the diversity of
Martinique still remains underestimated. Results suggest that Martinique is not a sea spider hot-
spot and that similar levels of biodiversity might be expected in most other islands of the TNWA
if similar sampling methods were applied. Finally, we show that the Caribbean and Atlantic
coasts of Martinique harbor different sea spider faunas.

Keywords: Pycnogonida — tropical northwestern Atlantic — Caribbean biodiversity — Lesser
Antilles — Integrative taxonomy
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INTRODUCTION

The tropical northwestern Atlantic (TNWA)
marine province (sensu Spalding et al. 2007
comprising the West Indies (Caribbean Sea
with surrounding lands and islands), the Gulf
of Mexico and the Bermuda Islands, is
considered as a hot-spot of diversity in the
Atlantic (Macpherson 2002; Miloslavich et
al. 2010) as well as at global scale (Roberts et
al. 2002). For example, the Caribbean Sea
gathers more than 12,000 marine species
(Miloslavich et al. 2010), as many as the
whole European Atlantic (Costello et al.
2010) and 25% more than the Tropical
Southwestern Atlantic waters (Miloslavich et
al. 2011). the Gulf of Mexico is even richer
with more than 15,000 species recorded
(Costello et al. 2010). The TNWA has been
the focus of several cruises since the
historical Blake expedition leaded by A.
Agassiz  (1878-1879), including the
Smithsonian-Roebling expedition to Cuba
(1937), the Président Théodore Tissier cruise
in the West Atlantic (1951), the Panama
surveys of the Smithsonian Institution (1910,
1971-1978), or more recent Naturalis
Biodiversity Center studies in St. Eustatius
(2015). The number of publications dealing
with TNWA biodiversity has declined in
recent years though (Hoeksema et al. 2017);
and most surveys have focused on flagship or
umbrella species with an economic or
conservation importance, easy to spot or
identify  (Zacharias and Roff 2001).
Therefore, more challenging taxa are
routinely forgotten in marine biodiversity
surveys and remain poorly known.

Sea spiders (Arthropoda: Pycnogonida) are a
typical example of such forgotten taxa, and
this group of over 1,400 species (Bamber et
al. 2018 and additional records) is generally
overlooked in the records (e.g. Hoeksema
2016). This may be attributed to difficulties

in collecting and identifying these animals
during field surveys, mostly because sea
spider populations are inconspicuous with
low densities and because regional
taxonomic keys are rare. Only 9.5% of their
global diversity is recorded in the Caribbean
Sea (Muller and Krapp 2009), two times less
than in the Southern Ocean (Munilla and
Soler-Membrives 2015; Soler-Membrives et
al. 2017); but this difference may be partly
explained by the higher population densities
and average specimen size of Southern Ocean
taxa, which greatly facilitates their sampling
(Munilla and Soler-Membrives 2015). The
Caribbean Sea is the second most-explored
area for sea spiders after the Antarctic (Stock
1986; Miller and Krapp 2009), and the high
proportion of new species in recent
publications, e.g. 3 out of 16 in Child (2004),
7 out of 50 in Miller and Krapp (2009),
suggests that many new taxa remain to be
discovered. Furthermore, extensive
explorations for sea spiders has been carried
out only in a few TNWA localities (i.e.
Florida, Panama, Colombia, Belize, and the
Southern Caribbean Islands of Curacao and
Bonaire) (Fig. 1; see supplementary material
1 for references).

The Madibenthos survey, conducted by the
Muséum national d’Histoire naturelle
(MNHN, Paris) during fall 2016, provided a
comprehensive sampling of the coastal
marine invertebrate fauna of Martinique
(French Lesser Antilles, Eastern Caribbean),
including 803 sea spiders collected on 138
sampling events. Although considered as one
of the richest marine areas within the TNWA
(Miloslavich et al. 2010), the Eastern
Caribbean has the lowest diversity for sea
spiders (Fig. 1). For a total of 48 sea spider
species recorded in the area, diversity never
reaches 15 species per island, except for
Virgin Islands (23 species) and Martinique
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Fig. 1. Knowledge of Caribbean sea spiders (tropical northwestern Atlantic following Spalding et al. (2007)
and including North Mexico Gulf and Trinidad and Tobago). The number of described species in the different
TNWA locations above 100m found in the literature are indicated by grey histograms, and total number of
species after this study is indicated by the red histogram. The orange histogram represents the 6 species known
from Martinique but not found during the Madibenthos expedition. Detailed species list and references are

available in supplementary material 1.

(20 species) (Fig. 1). Here, we present an
overview of the sea spider diversity of
Martinique collected during the Madibenthos
survey, combining morphological and
molecular data in an integrative taxonomic
approach. Our aims were to (i) describe the
composition and richness of sea spiders in
Martinique; (ii) underline the relevance of
intensive and extensive surveying to build an
accurate picture of marine biodiversity; and
(iii) estimate the contribution of Martinique’s
biodiversity towards the entire TNWA
marine province.

MATERIAL AND METHODS
Study area and sampling methods

The Martinique island (French Lesser
Antilles; Fig. 1, 2) stands at the middle of the
Eastern Caribbean (14°40°N, 61°00°W). The
East coast, facing the Atlantic, is windy,
sculpted of inlets and lagoons occupied by
algae communities covering sheltering reefs;
and contrasting with the calm, linear
Caribbean West coast, hosting rich and
complex reef systems (Legrand et al 2010).
The Madibenthos survey
(https://expeditions.mnhn.fr/campaign/madi
benthos) took place in Martinique in 2016
(September 5% - October 11™). A total of 503
sampling events (ranging from 0 to 100 m
depth) were carried out during the 6-week
expedition, and thousands of specimens were
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collected, sorted and identified by 45
participants (researchers, naturalists and
experienced scuba-divers). The sampling
methods included hand-picking during
scuba-diving, intertidal (by walking or
snorkeling around the tidal zone), brushing
and suction samplings, and near-shore

dredging and traps (Bouchet et al. 2002;
Albano et al. 2011; Bouchet et al. 2011).
samples

Massive bulk collected by

61° . 00' W

brushings, suction samplings and near-shore
dredging were sieved by size (> 40 mm, 40 —
10mm, 10 -5mm, 5 -1 mm, 1 — 0.5 mm),
and weighted (light versus heavy fractions)
for the smallest sizes (below 10 mm)
(Bouchet et al. 2011). The total number of
sampling events for each method is indicated
in  supplementary material 2. Semi-
quantitative samplings were conducted on
potentially rich and diverse habitats for

\

T W

Fig. 2. Madibenthos samplings events of sea spiders during the survey in Martinique. The bathymetric range
in blue rises above 100 m depth, grey areas are below this depth. Madibenthos sampling events are indicated
by circles in orange (shallow samples, down to 32 m) or dark red (deep samples, below 32 m). Approximate
locations of the specimens reported previously in the literature are indicated by crosses, in green for Bourdillon

(1955) and red for Muller (1990).
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maximizing the sampling of molluscs and
crustaceans.

Species discrimination

Species identification of sea spiders was
initially performed using morphology
(observation under stereo- and light
microscopes) based on available literature
(main references detailed in supplementary
material 1), but DNA barcoding was also
used to identify potential cryptic species.
DNA extraction, partial amplification and
sequencing of the first subunit of the
cytochrome c oxidase (CO1) were done as
detailed in Sabroux et al. (2017). The new
CO1 were compared to sequences available
in GenBank (length > 500 bp) for all
pycnogonid species currently known in the
TNWA. Bayesian analyses were conducted
on MrBayes v3.2.6 (Ronquist et al. 2012)
with partition by codon position, 108
generations, 4 chains, and burn-in 25%
(convergence was reached). The model
GTR+G+l was used for first and second
codon positions, GTR+G for third codon
positions, according to the Akaike
information criterion output by MEGA7
(Kumar et al 2016). Species delimitation was
further studied on ABGD (Puillandre et al.
2012) with gap width X = 1 (maximal value
for which ABGD find several species) and
other parameters to default. When several
clusters (called “species” by ABGD) were
detected within the same morphospecies, the
specimens were re-examined and compared
to identify ~ potentially  overlooked
morphological differences. In absence of
clear diagnostic morphological differences,
specimens of different clusters (possible
cryptic species) were kept under the same
species name. Several juveniles and females
were not identifiable to the species level with

morphology alone (e.g. in Phoxichilidiidae
and Endeidae), but were identified based on
high CO1 similarity with specimens
identified morphologically.

Rarefaction curve and species richness
estimators

Rarefaction curve and species richness
estimators were computed on EstimateS
v.9.1.0 (Colwell 2013) using the data
available for the 770 specimens identified at
the species level (excluding the 33
unidentifiable specimens for which no DNA
sequences were available). We used a
sample-based approach and plotted the curve
according to the number of individuals
(Gotelli and Colwell 2001, 2011). As
recommended, we processed 100
randomizations without replacement and
used the no bias-correction formula for
Chao2. Three analyses were done: all data;
comparison by depth range, shallow (0-32 m)
versus deep water (32-100 m); comparison
between sampling methods (brushing,
dredging and suction sampling performed
between 0 and 32 m depth). The most
abundant species found during the
Madibenthos survey are defined by being in
the first quartile considering both their
abundance (= 11 specimens) and sampling
effort (> 6 sampling events).

RESULTS

Integrative taxonomic approach of the
biodiversity

A total of 803 specimens were collected
during 138 sampling events all around
Martinique, between 0 and 100 m depth (Fig.
2). Most sea spider specimens were sorted in
the small light fraction of bulk samples,
occasionally in the heavy fraction (e.g.
Pycnogonum Brunnich, 1764, Nymphopsis
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Haswell, 1884), associated to other animals
or in the 40-10 mm fraction (e.g. Pallenopsis
Wilson, 1881), or visually collected (some
Ammothella Verrill, 1900).

A total of 770 specimens were identified to
the species level. They have been separated
in 67 morphospecies assigned to 9 families
and 16 genera (Table 1). The family
Phoxichilidiidae Sars, 1891 (only represented
here by the genus Anoplodactylus Wilson,
1878) is the most diversified group in this
collection with 22 morphospecies (a third of
total diversity), followed by Ammotheidae
Dohrn, 1881 (15 species), Ascorhynchidae
Hoek, 1881 (7 species), Callipallenidae
Hilton, 1942 (6 species), Nymphonidae
Wilson, 1878 (5 species), Endeidae Norman,
1908 and Pycnogonidae Wilson, 1878 (4
species respectively), Rhynchothoracidae
Thompson, 1909 and Pallenopsidae Fry,
1978 (2 species respectively). Twenty-eight
species are found on both western and eastern
coasts of Martinique, 20 only on the Atlantic
coast, and 19 on the Caribbean coast. Among
the 67 species, 45 were previously recorded
from the TNWA, 13 are probably new to
science, while 4 remaining species, although
clearly different from other species, lack
characters to be completely identified to
species level (i.e. only juveniles and/or
females). Finally, 5 species were already
known out of the TNWA: 3 of them are
described from Brazil: Anoplodactylus
stictus, also known from Argentina,
Pallenopsis candidoi also known from
Georgia (USA), Surinam and Pycnogonum
ornans; the 2 remaining ones, Pycnogonum
pusillum and Anoplodactylus robustus, are
amphi-atlantic (Muller 1993).

A total of 172 CO1 sequences (133
haplotypes) were produced from the
Madibenthos specimens (representing 62 of
the total 67 morphospecies) and were

deposited in GenBank under the accession
numbers  XXX-XXX  (Supplementary
material 3). The molecular tree reconstructed
using 200 CO1 sequences, including 172 new
sequences (133 haplotypes) from
Madibenthos and 28 sequences (22
haplotypes) from GenBank (16 additional
species) is shown in Figure 3. The ABGD
analysis identified a minimum of 73 clusters
from the new sequences (91 including
GenBank sequences) in initial partition for
prior-intra specific divergence < 0.1 (74 and
92 clusters in the recursive partition for prior-
intra specific divergence < 0.0359) (see
Puillandre et al. 2012). Therefore, ABGD
analysis suggests the presence of at least 11
additional species, not discriminated by
morphology in the Madibenthos material. All
clusters have maximal support (posterior
probability=1) in the Bayesian tree of Fig. 3.
Further species splitting was suggested by the
ABGD analysis for 7 morphospecies (colored
squares in Fig. 3). However, they were
treated as a single morphospecies, because
we did not find any morphological characters
to support species diagnosis. At the species
level, high nucleotide distances can be found
between  Madibenthos and GenBank
specimens (> 9%; asterisks in Fig. 3). Most
of these results can be however explained by
the large geographic distances separating
Martinique from the localities where
GenBank specimens were collected (e.g.
Colombia, Argentina, USA and Canada
Atlantic Pacific, Southern Ocean). Only one
specimen is indicated from “Caribbean”
(DQ390131 Eurycyde raphiaster Loman,
1912; Arango and Wheeler 2007).

Rarity and abundance

The average number of specimens per species
is 11.5 and 15 species reach this abundance,
whereas the median number of specimens per
species is 4. These results indicate that the
number of specimens per species is unevenly
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Table 1. diversity of sea spiders found in the Madibenthos survey, with information on repartition and depth range around Martinique.

Family Genus Species # f# sampling most depht coasts
specimens events abundant | range
Achelia gracilis Verrill, 1900 18 10 X 1'58 Both
Achelia Hodge, 1864 2-65
Achelia sawayai Marcus, 1940 22 11 X m Both
Ammothella appendiculata (Dohrn, 1881) 5 3 0;7 Both
Ammothella exornata Stock, 1975 20 10 X 0—;8 Both
Ammot?gl(l)% Verrill, Ammothella marcusi Hedgpeth, 1948 1 1 15m Atlantic
Ammothella spinifera Cole, 1904 35 18 X O-n§5 Both
1-80
Ammothella sp. 1 n. sp. ? 109 36 X m Both
Ammotheidae Dohrn, 12881 i i i i .
Nymphopsis Haswell, Nymphopsis duodorsospinosa Hilton, 1 1 3m Caribbean
1884 1942
Tanystylum acuminatum Stock, 1954 1 1 16 m Atlantic
Tanystylum birkelandi Child, 1979 1 1 10m Atlantic
Tanystylum conirostre (Dohrn, 1881) 3 1 1m Caribbean
Tanystylum duospinum Hilton, 1939 3 3 1Or;]23 Atlantic
Tanystylum Miers, 1879
Tanystylum hummelincki Stock, 1954 8 5 2'55 Both
Tanystylum tayronae Miiller & Krapp, 2-15
2009 5 3 m Both
Tanystylum sp. 3 n. sp. ? 2 2 37r;180 Both
.. 1-25
Ascorhynchus castellioides Stock, 1957 21 3 m Both
. Ascorhynchus Sars,
Ascorhynchidae Hoek, 1881 1877 Ascorhynchus horologium Child, 1992 2 1 90m Atlantic
Ascorhynchus latipes (Cole, 1906) 5 4 2-9m  Caribbean

(sestedurly saj|nuy salad) anbiuiue|n ap sapiuoboudAd sap ausisAlpolg “Al aaideyd



991

Ascorhynchus sp. 4 n. sp. ? 1 1 80m Atlantic
Ascorhynchus sp. 5 2 2 14r;123 Atlantic
. . 8-90 .
Eurycyde clitellaria Stock, 1955 68 21 m Caribbean
Eurycyde Schiodte, 1857 1-90
Eurycyde raphiaster Loman, 1912 97 38 m Both
Callipallene brevirostris (Johnston, 1837) 5 5 2;5 Both
Callipallene Flynn, 1929 cq)jipallene cinto Miiller & Krapp, 2009 1 1 16 m Atlantic
Callipallene longicoxa Stock, 1955 7 1 28m  Caribbean
Callipallenidae Hilton, 1942 . . 3-30
. Pallenoides spinulosum Stock, 1955 10 7 Both
Pallenoides Stock, 1951 m
Pallenoides sp. 1 n. sp. ? 1 1 66 m Caribbean
Parapalliréeggarpenter, Parapallene bermudensis Lebour, 1949 1 1 24m Caribbean
Endeis flaccida Calman, 1923 2 1 2m Caribbean
) o Endeis meridionalis (Béhm, 1879) 11 6 1-35 Both
Endeidae Norman, 1908 Endeis Philippi, 1843 m
Endeis cf mollis (Carpenter, 1904) 5 1 Im Caribbean
Endeis sp. 3 2 2 80m Atlantic
Nymphon aemulum Stock, 1975 11 7 1-rr210 Atlantic
Nymphon sp. 1 n. sp. ? 4 3 16r;163 Atlantic
Nymphonidae Wilson, 1878 Nymphil;gjbrlcms, Nymphon sp. 2 n. sp. ? 6 2 706190 Both
Nymphon sp. 3 n. sp. ? 14 9 15r;]65 Both
Nymphon sp. 4 n. sp. ? 13 7 12r;165 Both
ic Wi Pallenopsis candidoi Mello-Leitao, 1949 1 1 14 m Atlantic
Pallenopsidae Fry, 1978 PallenoEgglellson,
Pallenopsis schmitti Hedgpeth, 1943 1 1 74m  Caribbean

(sesieduely sajnuy salad) anbiuiue|n ap sapiuoboudAd sap ausiaAlpolg “Al aaidey)d
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Phoxichilidiidae Sars, 1891

Anoplodactylus Wilson,
1878

Anoplodactylus cf arcuatus Child, 1977

Anoplodactylus batangensis (Helfer,
1938)

Anoplodactylus digitatus (Béhm, 1879)

Anoplodactylus evelinae Marcus, 1940
Anoplodactylus glandulifer Stock, 1954
Anoplodactylus imswe Child, 1982

Anoplodactylus insignis (Hoek, 1881)

Anoplodactylus cf. justi Miiller, 1992

Anoplodactylus maritimus Hodgson, 1914

Anoplodactylus massiliformis Stock, 1975
Anoplodactylus micros Bourdillon, 1955
Anoplodactylus monotrema Stock, 1979
Anoplodactylus pectinus Hedgpeth, 1948
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Fig. 3. Bayesian tree based on 200 CO1 sequences, including 172 specimens (133 haplotypes) from Madibenthos
(1U- codes) and 28 sequences (22 haplotypes) from GenBank (GenBank codes) Numbers at nodes indicate posterior
probabilities (when > 0.8). Branches are collapsed after the most distal supported node (posterior probability > 0.8).
The 91 squared clusters are indicated as a single species by ABGD analyses. White rectangles materialize clusters
of GenBank sequences exclusively; grey rectangles, clusters including Madibenthos specimens and fitting with
morphospecies identifications; colored rectangles, Madibenthos morphospecies split in at least two clusters.
Discrepancies between Madibenthos material and GenBank names, or between GenBank names alone, are indicated
by asterisks after species names. Additional rectangles within clusters indicate additional splits proposed by ABGD
in the alternative 92 clusters hypothesis.
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distributed, with a strong trend towards few
specimens per species. This is confirmed by
the long tail of the diagram shown in Figure
4. Eighteen species (26.9% of the total) are

represented by single specimens (singletons),
and more than half of the species (53.7%) by
six specimens or less. Inversely, a few
species are particularly abundant, with 4
species represented by more than 50
specimens, and Ammothella sp. 1 presenting
up to 109 specimens.

The average number of sampling events per
species is low (2.1 events per species),
reached by about half of the species (47.8%)
and is close to the median (2.0 events).
However, the tail of the diagram remains long
(Fig. 4): of the 25 species sampled from only
one sampling event, 18 are represented by
singletons and 7 species by 2 specimens.
Twenty species are collected in more than 5
sampling events, and 11 in more than 10
sampling events. Five species were collected
more than 20 times, up to 38 sampling events
for Eurycyde raphiaster; which is also the
second most abundant species in terms of
specimen number (97 specimens).

Among the 770 specimens identified to
species-level, Phoxichilidiidae is the most
abundant family with 238 specimens (30.9%
of the total sampling), followed by
Ammotheidae  with 233 specimens.
Ascorhynchidae are also abundant with 196
specimens  (including 165  Eurycyde
specimens). Nymphonidae are less abundant
with 48 specimens (6.23%). Other families
are  much rarer: Callipallenidae (25
specimens), Endeidae (20 specimens),
Pycnogonidae (5 specimens), Pallenopsidae
and Rhynchothoracidae (2 specimens
respectively) (Fig. 5).

The 16 most abundant species are distributed
through 5 families: Ammotheidae and

abundance

unique sampling events

singletons

rank

Fig. 4. Rarity of sea spiders collected during the
Madibenthos survey. “Ecological” rarity (grey)
and specimen rarity (black) indicate respectively
the number of species by number of sampling
events and by number of specimens. For both
datasets, the dotted lines indicate median values
(grey) and average values (white line). Where
sampling event diagram (black) overlaps
completely the species diagram (grey): their values
are equal.

Phoxichilidiidae (5 species respectively),
Nymphonidae (3 species), Ascorhynchidae
(2 species), Endeidae (1 species) and 6
genera:  Anoplodactylus (5  species),
Ammothella and Nymphon Fabricius, 1794
(3 species respectively), Achelia Hodge,
1864 and Eurycyde Schiddte, 1857 (2 species
respectively) and Endeis Philippi, 1843 (1
species).
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Pycnogonida
of Martinique
830 (770)

Fig. 5. Sea spider diversity known in Martinique. The total number of specimens is indicated if different, the number
of specimens collected during the Madibenthos survey is shown between brackets. Light red (Ammotheidae), light
green (Phoxichilidiidae), light orange (Ascorhynchidae) or light blue (Nymhponidae) portions represent specimens
studied by Bourdillon (1955) or Miller (1990). White portions are species found in prior studies but not in the
presently studied material. The names of the most abundant species are underlined. Specimens not identified at the
specific level were excluded from the diagram.

Sampling performance

The rarefaction curve (Fig. 6a) does not
indicate a plateau, meaning that species
saturation is not reached. The indices of
species richness ICE and Chao2 (Colwell
2013) come to 95 and 98 species respectively.
The sampled diversity drops strongly when
passing the 30 m depth (Supplementary
material 2). The number of species exceeds
25 for each 10 m layer in the 0-30 m depth
range, whereas for deeper samplings it never
reaches 15 species. The number of species
collected at each depth range is strongly

correlated with the number of sampling
events. The number of specimens is also
much higher above 30 m depth. To test if the
difference may be due to a methodological
shift at 32 m (this depth is the last at which
regular dives have been performed in our
sampling), we examined the differences
between sampling events above 32 m
(hereafter called “shallow”) and below 32 m
(hereafter called “deep”). The rarefaction
curves (Fig. 6b) show that shallow sampling
events are closer to saturation than the deep
ones. The confidence interval (at 95%)
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between shallow and deep curves are
overlapping, with the shallow curve showing
a steeper slope. Fifty-six and 23 species are
recorded in shallow and deep waters,
respectively. The ICE and Chao2 species
richness estimators indicate significant
differences between shallow and deep
species richness, with a total number of
species in the prospected areas estimated
respectively at 74 to 86 (shallow samplings)
and 54 to 42 (deep samplings), suggesting
that the species found in deep waters
represent at least 54.8% of the estimated
diversity, against 75.7% for shallow waters.

The sampling performance has also been
tested on the number of specimens/species
regarding to sampling method
(Supplementary material 4). Brushing, which
provided more than 55% of the total number
of specimens, is the most efficient sampling
method, followed by the dredging (20.2%),
suction samplings (12.3%), intertidal

samplings (9.3%) and hand-picking (2.9%).
Regarding the number of specimens per
sampling events,
specimens

there is twice more
collected by brushing and

specimens

100 +

intertidal samplings (7.50 to 8.20 specimens
per events) than by suction sampling and
dredging (4.26 to 4.50); hand-picking has the
lowest ratio of specimens per sample (1.77).
The brushing is also the most effective
method for the number of species (71.6%),
followed by dredging (49.3%) and suction
(34.3%) sampling (respectively 71.6%,
49.3% and 34.3% of total species). Compared
to the number of sampling events with sea
spiders, the number of species is similar
between sampling methods (0.87-1.05
species per events), but intertidal samplings
provided a higher ratio (1.89). The
percentage of total sampling events where sea
spiders have been caught is higher for
dredging (73.1%), suction sampling (51.2%)
and brushing (43.2%), than hand-picking
(6.5%) and intertidal samplings (8.6%). On
rarefaction curves (Supplementary material
4), saturation is not reached for comparable
methods (i.e. brushing, dredging above 32 m
and suction sampling). Confidence intervals
for the rarefaction curves of the three
sampling methods are  overlapping
(Supplementary material 4). The number of

50 +

shallow

T
126 644
specimens specimens

Fig. 6. Rarefaction curve and species richness estimation for the total material (a) Rarefaction curve (plain bold line) with its
95% confidence interval (grey area), and species richness estimation (Chao2, dotted line; ICE, dashed line). (b) Differential
rarefaction curves and species richness estimators for shallow (0-32 m; grey) and deep (33-100 m; black) samplings, with
95% confidence interval (respectively light grey and dark grey areas), and species richness estimation, respectively in grey
and black (Chao2 dotted line, ICE dashed line). The estimations are based on morphospecies only (possible cryptic species
suggested by CO1 analysis were not considered).
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species exclusive to one method is low in all
samples (0-3), although the maximum is
reached by intertidal samplings.

DISCUSSION

Four times more pycnogonid species in
Martinique than previously recorded

A total of 20 species (60 specimens) were
recorded from Martinique before the present
study (Bourdillon 1955; Muller 1990; Miller
and Krapp 2009). During the Madibenthos
survey, we found 67 species, including 53
new to Martinique: 14 species previously
recorded (Fig. 5), 40 new occurrences and 13
possibly new species for Martinique. The
total number of species found in
Martiniquetherefore rises to 73, i.e. almost
four times more than previously recorded
(365%).

The proportions among different taxa agree
with previous studies in tropical areas (Fig.
5): Anoplodactylus and Ammotheidae
(mainly  Achelia,  Ammothella, and
Tanystylum Miers, 1879) are the main
components of sea spider shallow fauna
followed by Ascorhynchidae (mostly
Eurycyde), while  Nymphonidae and
Callipallenidae are much less abundant and
diversified than in the Southern Ocean
(Hedgpeth  1948). Rare families are
Endeidae, Pallenopsidae, Pycnogonidae,
Rhynchothoracidae. These proportions are
comparable to those found in other well-
prospected tropical areas, such as Colombia
(Muller and Krapp 2009), Brazil (Lucena and
Christoffersen 2018a) or even the Philippines
(Child 1988). Many rare species have been
collected, since 18 species were found as
singletons (individual rarity) and 25 in a
single sampling event (ecological rarity;
Bouchet et al. 2002) (Fig. 4). Several aspects

of the Madibenthos survey explain this
successful collection of rare taxa: extensive
and intensive sampling, focus on sea spiders
and the combination of morphological
systematics with a DNA barcoding approach
(integrative taxonomy).

Sampling effort

The two previous studies on Martinique have
provided limited efforts to collect rare sea
spiders: 12 specimens (9 species) observed
by Bourdillon (1955) were obtained from 4
sampling events, all on the Caribbean coast;
48 specimens (14 species) studied by Muller
(1990) were collected on 8 different
locations, but mostly on the Atlantic coast
(Fig. 2). An extensive sampling is the easiest
way to increase chances to collect
individually rare species (Albano et al. 2011)
since a large number of sampling events can
overcome the statistic difficulty to find less
abundant taxa as well as ecologically rare
species. Heavily prospected areas have
provided a rich diversity of species in
previous studies, either through sampling
during a long period of time (Belize, Florida,
Panama; e.g. Hedgpeth 1948; Stock 1975,
1979, 1986; Child 1979, 1982, 1992, 1998)
or during a single intensive collection trip
(Colombia; Muller and Krapp 2009).

The Madibenthos survey relied mainly on
“blind sampling” methods (brushing, suction
sampling, dredging), which are more
efficient for collecting small inconspicuous
animals. These methods brought 78.1% of the
total specimens and 91% of sea spider
species. Considering only the sampling
events including sea spiders, the ratio of
species per event is not lower in the hand-
picking method than in blind samplings, but
regarding the whole survey, only 6.4% of the
total hand-picking and 8.6% of intertidal
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samples gathered sea spiders, against 51.8 %
of blind samplings (Supplementary material
4). Blind sampling methods allowed us to
collect more specimens of inconspicuous sea
spiders, i.e., those characterized by a small
size, a body color or pattern resembling their
natural habitats, and/or with short and/or
slender legs. According to Stock (1986), the
diversity of shallow tropical sea spiders
shows a trend to small-size. In our sampling,
26 species are less than 1 mm in trunk length,
26 species have a trunk between 1 and 2 mm,
and there are only 3 “large” species (over 5
mm trunk length). Stout species are rare
outside Pycnogonidae (Rhynchothoracidae
are stout as well, however their leg span
hardly reaches 1 mm).

Sampling methods are rarely discussed in
taxonomic accounts (Bouchet et al. 2002),
but the sea spiders studied by Muller and
Krapp (2009) were collected by hand.
Among the blind samplings performed
during Madibenthos, there is no evidence that
some methods would be more efficient than
others in term of species richness
(Supplementary material 4). However, these
approaches are at least complementary
regarding depth range: (i) intertidal
samplings and snorkeling were performed
where scuba-diving or dredging were
impossible (above ~ 2 m); (ii) dredging can
be performed deeper than scuba-diving
(below ~ 30 m); (iii) brushing and suction
methods allow divers to spot and prospect a
representative sampling of micro-habitats
(between 2 and 30 m).

Focus on sea spiders on the field

During surveys, spotting sea spiders in the
rubbles of the samples, sorting and
preserving them in alcohol are time
consuming but necessary steps to improve

species inventories. First of all, most of
coastal surveys focus on a few taxa. Even the
“all-taxa surveys” are not completely holistic
(neither Madibenthos) and taxa for which
specialists are rare (such as sea spiders) are
often not collected. This is explained by the
necessity to process quickly a large number
of samples before their decomposition in the
containers. Secondly, the spotting of discreet
sea spiders requires a good training. In
Madibenthos, sea spiders were considered as
a target taxon not only by the two pycnogonid
specialists, who collected most of the discreet
specimens, but by all the crew, improving
chances to collect rare, less discreet species.
In other surveys, the training of a non-expert
team to collect and identify sponges resulted
in several new species discoveries in
Martinique (Pérez et al. 2017), while the
great number of collectors looking for micro-
molluscs revealed unexpected diversity in
New Caledonia (Bouchet et al. 2002) and
Vanuatu (Albano et al. 2011).

DNA barcoding

Sea spiders include many species complexes
which are difficult to decipher using only
morphology (e.g. Krabbe et al. 2010; Dietz et
al. 2013; Weis et al. 2014; Dietz et al. 2015;
Sabroux et al. 2017). DNA barcoding is a
powerful tool for identifying species
differing on a few inconspicuous characters.
For example, Anoplodactylus pectinus is
easily recognized by its two pectinated spines
on the propodal heel, but CO1 analyses
revealed two clusters (Fig. 3). After a
thorough re-examination, it is now possible
to confidently discriminate a new species
Anoplodactylus sp. 2 based on the shorter
distance between the lateral processes. The
main limitation for molecular barcoding
methods in pycnogonids is the quick decay of

174



Chapitre 1V. Biodiversité des pycnogonides de Martinique (Petites Antilles francaises)

their DNA. Some of the small species were
not suitable for DNA sequencing after less
than a year. Medium size sea spiders (3 to 5
mm trunk length) older than 8 years almost
never vyield suitable DNA for PCR
amplification ~ (personal  observations),
probably due to the small amount of tissues
in the legs (which are commonly used for
DNA extraction), combined to non-suitable
preservation conditions. We even observed
that some of the small species are no more
suitable for DNA sequencing after less than a
year. To avoid such DNA degradation, we
recommend performing sea spider DNA
extractions by the six months after their
collect.

More species to be found

Madibenthos provided the largest inventory
for sea spiders in the TNWA (Fig.1b) but the
rarefaction curve and richness estimators
(Fig. 6a) indicate that the diversity in the area
has not been completely discovered. About a
third of the species are represented by
singletons (Table 1; Fig. 5, 6) and 6 out of the
20 species previously recorded from
Martinique have not been found (Fig. 5),
including Tanystylum geminum which was
rather abundant in previous samplings.
Species richness estimators ranged from 95
(ICE) to 98 (Chao2) species for saturation,
suggesting that a minimum of another 28
species could be found in the prospected area.
Considering that 6 species have been
previously reported by Bourdillon (1955) and
Mdller (1990) but were not found in our
samples, at least 22 other species might be
expected to be found, which is about one
third (30.1%) of the currently known sea
spider fauna of Martinique. Furthermore,
richness estimators do not take into
consideration unexplored habitats (Gotelli

and Colwell 2011), such as interstitial
habitats where new sea spider taxa can be
found (Stock 1989). Typical interstitial
genera such as Rhynchothorax (Stock 1989;
Arnaud and Krapp 1990) include the smallest
pycnogonids known, with scarce worldwide
records (19 species with only 5 known from
the TNWA). Before this study, no
Rhynchothorax had been found in Eastern
Caribbean or Greater Antilles. Only two
specimens (from two different species, one
probably new) have been collected during
Madibenthos, but much more are expected to
be found if using the appropriate methods
(see Stock 1989).

Sampling is also incomplete regarding depth,
notably below 32 meters, probably due to the
lesser number of samplings below this limit.
The number of species found in shallow
waters (23/42) is also much closer to
estimators than deep waters (56/74).
Although our results suggest that deep sea
spiders are less diverse than shallow ones
(Fig. 6b; Costello and Chaudhary 2017), it
should be considered that our estimations
only account for the prospected locations
(Gotelli and Colwell 2011), and that deep
areas have been under-sampled (31/138
pycnogonid samples, 85/503 total samples).

Species delimitation analyses based on CO1
sequences suggest also further cryptic
diversity. The Madibenthos material can be
divided into at least 73 ABGD clusters (Fig.
3) with high genetic distances (> 7.7%; 6.4%
if including GenBank sequences), suggesting
up to 11 additional species. In agreement with
this view, two morphospecies show a
polyphyletic pattern in Fig. 3, Achelia
sawayai and Eurycyde raphiaster.
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Is Martinique a Caribbean hot-spot?

The 73 coastal morphospecies reported from
Martinique after this study represent 48% of
the 152 species known from the TNWA
(including north of the Gulf of Mexico and
Trinidad and Tobago), 53.7% of the 136
species from the Caribbean Sea, and 89% of
the 82 species from Eastern Caribbean
(including this study). Species richness
estimators suggest even a minimum of 22
additional species.

Is Martinique really the most diversity-rich
spot of the TNWA for sea spiders? So far,
only Nymphon macabou was uniquely
recorded from Martinique (Muller et al.
1990), known from only 4 specimens
collected on the same site. It was not found in
our own sampling, suggesting individual
and/or ecological rarity rather than true
endemism. In the Madibenthos collection, the
13 putative new species may be also endemic
to Martinique. However, most of them are
rare (5 of them are singletons), and we can
only discuss this point for the four most
abundant taxa: Ammothella sp. 1,
Anoplodactylus sp. 1, Nymphon sp. 3 and
Nymphon sp. 4. The first two have apparently
been collected elsewhere: Ammothella sp. 1
may be the second form of A. appendiculata
described as “elongated” by Stock (1955) in
the Virgin Islands; and Anoplodactylus sp. 1
has been previously collected from
Caribbean Colombia, where it was confused
with A. californicus Hall, 1912 by Arango
and Wheeler (2007) (Figure 3; grouping of
the DQ390068 GenBank sequence with our
specimens). Finally, only Nymphon sp. 3 and
Nymphon sp. 4 are potentially endemic of
Martinique. Even though, this remains a
fragile assumption considering the feeble
amount of data available from the Eastern
Caribbean.

Many sea spider species found in Martinique
are widely distributed in the TNWA. For
example, 16 species of Martinique are also
recorded from Brazil (26 from the whole
TNWA) (Lucena and Christoffersen 2018a,
b), and several species are amphi-atlantic
(e.g. Ascorhynchus latipes, Callipallene
brevirostris, Eurycyde raphiaster) or even
pantropical ~ (e.g.  Achelia  sawayali,
Anoplodactylus batangensis, Endeis
meridionalis; Mller 1993). Forty-six species
of Martinique are reported from at least one
other location in the TNWA, among which 42
(57.3% of total Martinique diversity) can also
be found on the continental coast. In addition,
42.3 % of species recorded previously in the
TNWA (55/130) have been recorded only
once, and 41.3% of species known both from
Martinique and elsewhere in the TNWA
(19/46) are unknown elsewhere in the Eastern
Caribbean. All these data show that our
current knowledge of sea spider diversity is
incomplete (due to species rarity and uneven
taxonomic work) and suggest that most
species found in Martiniqgue might be more
widely distributed within the TNWA.

Evidence for species differences between
Caribbean and Atlantic coasts of the
Martinique

Considering species found in at least two
sampling events, 14 species are restricted to
either the Eastern (8) or the Western (6) coast
of Martinique while 28 species are recorded
on both sides. Three of the “restricted”
species are considered as abundant, namely
Anoplodactylus pectinus and Eurycyde
clitellaria from the Caribbean coast, and
Nymphon aemulum from the Atlantic coast
(Table 1). The reasons of such geographic
partitioning are unclear. The Antilles
archipelago could act as a soft barrier to
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dispersal between Atlantic and Caribbean
waters, but the distribution of these species
elsewhere in the TNWA and in the world
contradicts this hypothesis. For example, N.
aemulum is also found in the Caribbean
Colombia (Miller and Krapp 2009), A.
pectinus is reported up to Madagascar,
Philippines and Japan (Nakamura and Child
1988), and E. clitellaria is also reported from
North Carolina, USA (McCloskey 1967) and
the Pacific coast of Mexico (Child 1979). As
an alternative hypothesis, the Eastern and
Western coasts of Martinique might harbor
different types of pycnogonid habitat. For
instance, the large plateau of the East coast is
more exposed to wind (Windward coast) than
the steep slopes of the West coast (Leeward
coast; Legrand et al. 2010). Further
exploration is needed to better understand the
spatial distribution of sea spiders along the
TNWA.

CONCLUSION

The era of big data facilitated greatly the
analysis of biodiversity at large geographic
scale, in order modelling the structure of
diversity, identifying hot spots, patterns of
distribution, etc. for marine species (e.g.
Miloslavich et al. 2010, 2011). However,
these models rely on the known diversity. But
according to Appeltans et al. (2012), only
one-third to one-fourth of the marine species
has been described, and species distribution
is often poorly known. At local scales, the
TNWA has been barely explored. Data from
other marine taxa suggest that sea spiders is
not an exception. For instance, Pérez et al.
(2017) showed that special effort drawn on
sponges Yielded 173 species of which 39
were not identified to species level, with a