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RESUME

Les limaces constituent une proie facile pour leurs prédateurs en raison de leurs corps souples et
de déplacements lents. Contrairement aux escargots qui se replient rapidement dans leur coquille
lors d’une attaque, les limaces doivent compter sur d’autres mécanismes de défense. Comme avec
les plantes sessiles, ou d’autres animaux présentant des caractéristiques similaires (éponges de
mers, limaces de mers, algues, tuniciers), il est possible que les limaces se protégent contre les
prédateurs par la production de métabolites secondaires anti-appétants. Les limaces utilisent aussi
la stratégie du plus grand nombre pour survivre comme espéce grace a ’hermaphrodisme qui leur
permet de multiplier les occasions d’accouplement. Afin de favoriser ces rencontres, les animaux
ont souvent recours a des phéromones, qui sont aussi des métabolites secondaires. Dans ce projet,
les activités anti-appétantes et phéromonales des métabolites secondaires de deux especes de
limaces qui se trouvent dans les foréts du Sud-est canadien, Philomycus spp. et Arion subfucus s.l.,
ont été évaluées. L une de ces especes, Philomycus spp., est indigéne tandis que 1’autre, Arion
subfucus s.1., est introduite et envahissante. Cette derniere posséde un fort succés d’envahissement,
mais les mécanismes sous-jacents a ce succes ne sont pas connus. Ce projet vise donc a vérifier si
les métabolites secondaires sécrétés par Arion subfucus s.l. et Philomycus spp. possédent des
activités anti-appétantes ou phéromonales. Nous avons également essayé de verifier si les activités
anti-appétantes ou phéromonales des métabolites secondaires pourraient étre associées au succes
d’envahissement d’Arion subfucus s.l. Pour ce faire, les métabolites secondaires ont été extraits
avec des solvants, puis leurs effets anti-appétants et phéromonals ont été testés sur le terrain et en
laboratoire. En paralléle, les métabolites secondaires ont été analysées avec un chromatographe et
un spectrometre de masse afin d’accumuler des connaissances quant a leur composition. Les
résultats de cette €¢tude supportent en partie I’hypothese que les limaces produisent des métabolites
secondaires ayant des effets anti-appétant et phéromonal, mais que ces effets ne sont pas similaires
entre les deux types de limace. En parallele, les analyses chimiques ont révélé la présence dans le
corps, mais également a la surface des limaces, de métabolites secondaires qu’on rencontre
généralement chez les végétaux, ce qui suggere une stratégie opportuniste pour le déploiement des
défenses chimiques. De plus, ce projet suggere que ’activité phéromonale de ces métabolites
secondaires pourrait favoriser le succés d’envahissement d’Arion subfucus s.l., un mécanisme

encore peu étudié pour expliquer les invasions biologiques des espéces animales.



Mots clés: Limace, Philomycus, Arion, métabolite secondaire, anti-appétant, phéromone,
processus d’envahissement.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1. Problématique

Les espéeces qui parviennent a coloniser des habitats en dehors de leur aire de répartition naturelle
sont qualifiées d'especes exotiques (Sundseth et al., 2014). Généralement, ces espéces n'entrainent
aucun risque majeur, tandis que certaines peuvent méme avoir des impacts bénéfiques. Cependant,
il arrive aussi que des especes exotiques constituent une menace pour la biodiversité, la santé
humaine et I'économie de nombreux pays (Sundseth et al., 2014). Elles sont alors désignées sous
le nom d'espéces exotiques envahissantes (ECCC, 2017b). D'apres I'Union internationale pour la
conservation de la nature (IUCN, 2018), les espéces exotiques envahissantes représentent la
deuxieme menace la plus grave pour la biodiversité aprés la destruction des habitats. Dans leur
nouvel environnement, les espéces exotiques envahissantes se transforment en prédateurs,
compétiteurs, parasites, agents d'hybridation et vecteurs de maladies pour les especes indigenes,
ainsi que pour les plantes et animaux domestiques (ECCC, 2017c¢; Pysek et al., 2020). Aucune
région du Canada n'est a I'abri du risque d'invasion par des especes exotiques, et les conséquences
de celles-ci sont déja observables dans de nombreux écosystemes (ECCC, 2017a). Aprés qu’une
espece exotique envahissante se soit établie dans un écosysteme favorable ou dans une population
qui lui sert de vecteur, il est presque impossible de la déloger et il est trés dispendieux de la
controler. Les conséquences de ces especes exotiques envahissantes sur les écosystemes, les
habitats et les espéces indigénes sont séveres et fréquemment irréversibles. Leur impact
économique est estimé a des milliards de dollars chaque année (ECCC, 2017c; Runghen et al.,
2023). Afin de prévenir les invasions, il faut comprendre les facteurs et les mécanismes qui font

qu’une espece introduite devient envahissante.

En Amérique du Nord, un tiers des gastéropodes terrestres exotiques sont des limaces (Jeffrey,
2014). Parmi elles, le genre Arion Ferussac, 1819 est le plus diversifié avec au moins dix espéces
qui ont été introduites sur ce continent (Barr et al., 2009; Grimm et al., 2009). Plusieurs espéces
de ce genre sont organisées en complexes d'espéces qui ne sont identifiables que par dissection ou

analyse moléculaire (Quinteiro et al., 2005; Rowson et al., 2014). Par exemple, Arion subfuscus
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s.l. est reconnu comme un complexe formé de deux especes cryptiques : Arion subfuscus et Arion
fuscus. Elles se distinguent au niveau morphologique par la position de leurs organes génitaux
(Grimm et al., 2009). Chichester, L. F. et Getz (1969) considéraient que ce complexe d'espéces
avait le plus grand potentiel de dispersion de toutes les limaces exotiques du nord de I'Amérique
du Nord, en raison a la fois de sa capacité a occuper de multiples habitats et de sa propension a
habiter des habitats forestiers naturels. Divers impacts potentiels causés par la présence d’Arion sp.
ont été signalés, tels qu'une réduction de la dispersion des graines (Meadley Dunphy et al., 2016),
une augmentation de I'nerbivorie sur les plantes indigénes ou les semis d'arbres (C6té et al., 2005;
Rathcke, 1985; Sana, 2003) et le broutage d’especes de lichens menacées (Cameron, 2009). Bien
qu’il y a 50 ans, ce complexe d’espéces était peu présent au Québec (Chichester, L. F. et Getz,
1969), il est aujourd’hui retrouvé un peu partout dans la province (L’Heureux et Angers, 2018), ce
qui suggere que ce complexe a un excellent potentiel d’invasion. Cependant, a I’heure actuelle, on
connait peu les facteurs qui facilitent le succés d’invasion d’Arion subfuscus s.l. (Mazaleyrat et al.,
2023; Mazaleyrat, Lorenzetti, Aubin, et al., 2022; Mazaleyrat, Lorenzetti et Dupuch, 2022).

L’établissement et la propagation d'organismes envahissants introduits en dehors de leur aire de
répartition naturelle dépendent de facteurs abiotiques et biotiques tels que la pression de propagules
(c.-a-d. une mesure du nombre d'individus introduits dans une zone), les caractéristiques abiotiques
de I'écosystéme envahi, les caractéristiques des envahisseurs, ainsi que les interactions biotiques
entre les organismes envahissants et la communauté indigéne (Richardson et Pysek, 2006).
L’absence de prédateurs adaptés a 1’organisme introduit dans la communauté indigéne, c.-a-d.,
hypothése de la relache des ennemis (Keane et Crawley, 2002; Mitchell et Power, 2003; Torchin
et al., 2003), ou la présence d’un mécanisme efficace permettant a I’espéce introduite de résister
aux prédateurs présents dans la communauté indigéne sont des facteurs qui peuvent faciliter le
succes d’invasion d’une espece introduite. Les limaces de mer, des gastéropodes de 1’ordre des
nudibranches, sont dépourvues de coquille, au méme titre que leurs cousins terrestres. Ces
organismes utilisent des mécanismes de défense alternatifs contre les prédateurs (Faulkner et
Ghiselin, 1983). Ces mécanismes sont basés sur une production de métabolites secondaires, c.-a-
d. des produits chimiques anti-appétants ou toxiques (Dean et Prinsep, 2017; Schulte et Scheuer,
1982; Thompson et al., 1982). Le Roboastra tigris est un nudibranche carnivore qui se nourrit des
petits nudibranches comme Tambja abdere et Tambja elora. Lorsqu’ils sont attaqués par Robostra,

T. abdere sécréte un mucus de mauvais godt contenant un total de 3 mg de tambjamines qui fait
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parfois interrompre I'attaque du Roboastra tandis que T. elora s’enfuit parce qu’il n’a pas assez de
tambjamine pour éloigner son prédateur (Carté et Faulkner, 1986). Contrairement aux limaces de

mers, trés peu de metabolites secondaires ont été décrits chez les limaces terrestres.

Les limaces terrestres excrétent du mucus pour faciliter leur déplacement (Denny, 1980), ainsi que
pour protéger leur corps contre les blessures mécaniques, le dessechement (Martin et Deyrup-
Olsen, 1982) et les substances nocives (Triebskorn et Ebert, 1989). Contrairement aux escargots,
les limaces n’ont pas de coquille pour se défendre contre les prédateurs ce qui ne leur laisse que
I’autodéfense et la fuite comme option (Grimm et al., 2009). Le mucus collant fabriqué par les
limaces fait d’elles des proies difficiles (Rollo et Wellington, 1979). En effet, les piéces buccales
de leurs prédateurs, des carabes par exemple, se colmatent au contact du mucus (Grimm et al.,
2009). La limace terrestre Arion subfuscus s.I (Draparnaud 1805) produit une colle puissante
composée de protéines et d'hydrates de carbone (Wilks et al., 2015). La colle d' Arion subfuscus s.|
est beaucoup plus rigide que le mucus typique (Smith, 2010). Quand des prédateurs ou certains
parasites attaquent une limace, cette derniére sécrete une grande quantité de mucus (Rollo et
Wellington, 1979). Les stimulations mécaniques augmentent non seulement la sécrétion de mucus,
mais il peut modifier également sa composition. L’écoulement de mucus cesse apres quelques

minutes de stimulation (Martin et Deyrup-Olsen, 1982, 1986).

Le mucus offre une forme de protection, mais on ignore s’il pourrait y avoir d’autres mécanismes
de défense contre les prédateurs. Des métabolites secondaires anti-appétants ont été identifiés chez
les limaces de mer. On peut donc faire I’hypothése que les limaces, et notamment Arion subfuscus
s.l., utilisent aussi des métabolites secondaires pour repousser les prédateurs. Ces derniers en
revanche s’adaptent et parviennent a contourner les défenses de leurs proies. Lorsqu’une espece
avec des défenses chimiques uniques est introduite dans un écosysteme, elle pourrait se trouver
avantagée par rapport aux espéces indigenes si les prédateurs locaux sont sensibles aux nouveaux
mécanismes de défense chimiques, ce qui, par le fait méme, pourrait expliquer son succes

d’invasion.

Ce projet vise donc a identifier et a caractériser des métabolites secondaires propres au complexe
Arion subfuscus s.l.et a déterminer si ces métabolites possédent une fonction biologique dont une

fonction anti-appétante qui permettrait de favoriser son succes d’invasion. Pour cela, les fonctions
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biologiques potentielles de ces métabolites ont été comparées a celle des métabolites secondaires
identifiés chez un genre de limace indigéne au Quebec, Philomycus spp.

1.2. Etat des connaissances
1.2.1. Introduction des espéces exotiques

Les especes exotiques sont des especes qui sont déplacées en dehors de leur aire de répartition
écologique naturelle, généralement a la suite de I'action humaine (Sundseth et al., 2014). Quand
une espéce exotique entre dans un systeme ou il existe une autre espece qui partage le méme niveau
trophique et qui utilise des ressources similaires, la concurrence tend a étre plus importante entre
I'espece exotique et I'espéce indigéne qu'entre les individus de I'espéce indigéne (Schoener, 1983).
Si la concurrence est asymétrique et favorise I'espece exotique, I'espece indigéne peut connaitre un
déclin de population et/ou un déplacement de son habitat (Holway, 1999; Krassoi et al., 2008;
Shucksmith et al., 2009). Par exemple, les populations d'Arion rufus, une espece de limace indigéne
en Suisse, sont en déclin alors que cette espéce est envahissante aux Etats-Unis (Ross et al., 2010).
La concurrence est trés forte entre des gastropodes terrestres, car elles partagent de nombreuses
ressources (Paustian et Barbosa, 2012). Le succés d’A. rufus hors de son aire de répartition indigéne
pourrait étre lié a la dissémination de nématodes parasitaires, comme cela a été démontré pour

plusieurs espéces du genre Arion (Ross et al., 2010).
1.2.2. Des limaces introduites et indigénes au Canada

Les limaces introduites se trouvent a des densités élevées dans les écosystemes perturbés de I'est
de I'Amérique du Nord (Chichester et Getz, 1973; McCracken et Selander, 1980; Robinson, 1999).
Arion subfuscus s.I est une limace de la famille Arionidae eurasienne qui a été introduite pour la
premiere fois en Amérique du Nord il y a plus de 150 ans (Chichester, L. F. et Getz, 1969). Ces
limaces existent en étroite habitation avec les limaces indigénes du genre Philomycus (Paustian et
Barbosa, 2012), originaires de I'est de I'Amérique du Nord (Hubricht, 1985).

Genre Philomycus

Le genre Philomycus est bien représenté en Amérique du Nord par Philomycus carolinianus (Bosc,

1902), également connu sous le nom de limace a manteau de la Caroline (Carolina mantleslug)
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(White-Mclean et Capinera, 2014). P. carolinianus est une espece résistante qui est parvenue a
coloniser avec succes une grande partie de I'Amérique du Nord (White-Mclean et Capinera, 2014).
Une autre espéce qui se trouve en Amerique du Nord est Philomycus flexuolaris. Les deux espéces
se trouvent genéralement sous les écorces mortes partiellement décomposées des foréts humides
(Keller et Snell, 2002). La plupart des espéces de Philomycus sont généralistes et se nourrissent
d'un large spectre de tissus végétaux dans la nature, tels que les feuilles vertes de plantes vivantes,
les lichens, les champignons, la végétation en décomposition et méme la charogne (Keller et Snell,
2002). Pendant le jour, les Philomycus sont parfois observées le long d’arbres matures, a des
hauteurs jusqu’a 14 m, en train de se promener sans but précis (Keller et Snell, 2002). .Etant donné
que les limaces du genre Philomycus sont nocturnes comme la majorité des autres espéces de
limaces, les observations diurnes sont plutdt rares bien que plus probables les jours humides et
nuageux (White-Mclean et Capinera, 2014). Les membres de ce genre ne sont pas agressifs les uns
envers les autres. Elles produisent de grandes quantités de mucus méme lorsqu'elles ne sont pas

dérangées (White-Mclean et Capinera, 2014).
Genre Arion

A. subfuscus s. I. a été signalé pour la premiére fois en 1842 & Boston, aux Etats-Unis (Pilsbry,
1939). Elle a colonisé progressivement la majeure partie du nord-est de I'Amérique du Nord. Elle
se trouve maintenant dans des habitats naturels et anthropiques (Chichester et Getz, 1973;
Chichester, L. F. et Getz, 1969). Parfois, cette espece est plus abondante que les espéces indigénes
(Ferguson, 2004; Mazaleyrat et al., 2023).

Traditionnellement, les especes d’Arion ont été identifiées grace a leur pigmentation corporelle et
la structure de leur systéme de reproduction (Grimm et al., 2009). Cependant, ces caractéristiques
portent a confusion, car la couleur peut étre influencée par I'environnement (Jordaens et al., 1999),
tandis que la structure du systéme génital peut étre polymorphe (Jordaens et al., 2002). Pour éviter
la confusion, des techniques moléculaires sont utilisées pour déterminer la taxonomie des
Arionidae (Backeljau, Thierry et al., 1996; Backeljau, T. et Winter, 1987; Backeljau, Thierry et
al., 1994; Noble et Jones, 1996)

Arion subfuscus s.I consomme divers aliments comme des plantes mortes et sénescentes, des

algues, des animaux morts, les feces d'autres animaux, des champignons (Beyer et Saari, 1978;
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Chichester et Getz, 1973; Graham, 1955; Jennings et Barkham, 1975a) et méme des champignons
veénéneux (Kozlowski, 2009). Cette limace est aussi connue pour endommager certains produits
d’agriculture (Glen, 2002; Hammond, 2002; Hommay, 2002).

Arion subfuscus s.lI est un genre de limace combatif. Les agressions intraspécifiques sont tres

violentes, puisque les combattants peuvent perdre leur pigmentation (Rollo et Wellington, 1979).
1.2.3. Alimentation

Les limaces sont parmi les principaux consommateurs de plantes dans les écosystémes terrestres
(Buschmann et al., 2005; Hulme, 1996). Les gastéropodes terrestres utilisent leur organe olfactif
pour chercher de la nourriture et choisir un habitat (Chase et Croll, 1981; Gelperin, 1974; Zaitseva,
1999). Leur systéme olfactif est bien développé et joue un réle important pour découvrir de la
nourriture, détecter des phéromones ou évaluer les risques liés aux prédateurs (Chase et Tolloczko,
1989; Gelperin, 2006; Gervais et al., 1996; Matsuo et al., 2010; Matsuo et al., 2011; Nikitin, 2008).
Les capacités olfactives sont tellement importantes pour les gastropodes terrestres qu’ils ont
développé la capacité de régénérer un tentacule endommagé (Kiss, 2017). Cependant, on ne sait

pas si les limaces ont des capacités gustatives.
1.2.4. Auto défense

L'écologie chimique étudie le r6le des composés chimiques, particulierement des métabolites
secondaires, dans les interactions entre les plantes et les animaux (Pickett et al., 1997). Ces produits
naturels sont importants dans les interactions entre les organismes, qu’elles soient intraspécifiques,
interspécifiques ou avec I'environnement (Avila, 2006). L’un des objectifs de 1’écologie chimique
est de déterminer la fonction et les mécanismes des produits naturels dans la structuration des

communautes (Zimmer et Butman, 2000).

Certains composés chimiques produits par les organismes servent a se protéger contre les
prédateurs, les compétiteurs et les organismes pathogenes. Pour comprendre la fonction de ces
métabolites secondaires, il faut d’abord les isoler puis déterminer leur structure chimique gréce a
différentes techniques de chimie analytique. Quant a leurs roles au niveau des interactions entre les

individus, ils peuvent étre identifiés par des observations éthologiques (Derby et Aggio, 2011).
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Selon certains chimistes, la survie des organismes dépourvus de moyen de défenses mécaniques et
se déplagant relativement lentement pourrait s’expliquer par des défenses chimiques. Cette idée est
confirmée par la découverte de nombreux métabolites secondaires chez les lievres de mer
(Anaspidea) (Kamiya et al., 2006). De ce point de vue, les gastéropodes dépourvus de coquille
constituent un excellent choix pour découvrir des produits chimiques défensifs (Avila, 2006). Les
métabolites secondaires sont incorporés dans la peau ou d'autres tissus de 1’organisme, mais
certains d'entre eux sont excrétes lors de I’attaque d’un prédateur. Il existe de nombreux exemples
de composes de défense au sein des gastéropodes. Les défenses chimiques des opisthobranches ont
été particuliérement bien étudiées a cet égard (Miyamoto, 2006). C’est d’ailleurs a partir de cette
classe que la majorité des métabolites secondaires connus chez les gastéropodes ont été identifiés.
Ces produits chimiques les rendent toxiques ou extrémement désagréables pour les prédateurs
potentiels (Wahidullah et al., 2006).

Un mucus blanc adhésif est produit par certains pulmonaires sans coquille comme les espéces
marines d'Onchidella et la limace terrestre Deroceras reticulatum (Mair et Port, 2002; Pakarinen,
Elisabet, 1994; Pinchuck et Hodgson, 2010). Le mucus produit lors d’une attaque agit comme une
barriére protectrice qui réduit la capacité de certains prédateurs a les consommer (Gould et al.,
2019). Lorsque l'animal est au repos, le mucus est un gel clair ayant une faible viscosité, mais
quand il est stressé, le mucus devient trés visqueux et adhésif (Campion, 1961; Pakarinen, E., 1992;
Rollo et Wellington, 1979). Cela suggére que ’attaque d’un prédateur modifie la composition
chimique du mucus secrété (O' Hanlon et al., 2019). Par exemple, il a été démontré que des cellules
de I’épithelium dorsal d'Ariolimax columbianus, d’Arion subfuscus s.1 et de Deroceras reticulatum
sécrétent un mucus adhésif défensif a la suite d’une agression (Deyrup-Olsen et al., 1983; Mair et
Port, 2002; Martin et Deyrup-Olsen, 1986; Wilks et al., 2015). Les limaces appartenant a la méme
colonie détectent le mucus de défense qui agit alors comme un signal d’alarme pour les autres
individus (Rollo et Wellington, 1977). La phéromone d'alarme est aussi présente chez la limace
Lehmannia ualentianu (Landauer et Chapnick, 1981). Ainsi, les limaces communiquent des
informations cruciales gréace a leurs trainées de mucus (Rollo et Wellington, 1979). Les interactions
interspécifiques entre les limaces peuvent également entrainer la libération d'une quantité
importante de mucus par I'animal blessé. Ce type du mucus est trés répulsif pour les autres limaces
(Rollo et Wellington, 1979).
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Les limaces doivent non seulement se défendre contre les prédateurs, mais elles doivent protéger
leurs ceufs contre la prédation pour une reproduction efficace. Pour ce faire, certaines limaces
utilisent une défense chimique. L’Arion sp. pond ses ceufs en grappe dans le sol. Ces ceufs sont
mous et mucilagineux comme pour les autres genres de limaces. Les ceufs d’Arion sp. sont enduits
d’un diterpene nommé miriamine (Schroeder et al., 1999) (Figure 1). Lors d’une expérience avec
la coccinelle Harmonia axyridis, la propriété anti-appétante du miriamine a pu étre démontrée
(Schroeder et al., 1999). La concentration du miriamine dans le corps des Arion matures est
inférieure a celle des ceufs, tandis que chez les limaces immatures, il est indétectable. La production

de miriamine est donc liée a la production des ceufs (Schroeder et al., 1999).

Figure 1 : Structure du miriamine.
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Comme mentionné ci-haut, les limaces peuvent détecter des phéromones, reconnaitre les trainées
de mucus et les suivre. De plus, la composition chimique de mucus change apres une attaque par
un prédateur. Dans la majorité de ces exemples, les métabolites secondaires produits par les limaces
et leurs activités biologiques restent inconnus. Le miriamine est le seul métabolite secondaire isolé

des ceufs de limace pour lesquels une activité anti-appétante a été démontrée.
1.3. Objectif et hypothése de recherche

L’objectif de la présente étude était de déterminer la ou les fonctions biologiques des métabolites
secondaires propres au genre Philomycus spp. (espéces indigénes) et au complexe Arion subfuscus
s.l. (espéces introduites envahissantes) et étudier la composition chimique de ces métabolites. Nous
avons émis comme hypothése que les métabolites secondaires extractibles des limaces du genre
Philomycus et d’Arion subfuscus s.l. ont une activité anti-appétante, agissant ainsi comme systeme
de defense contre les prédateurs. Une autre hypothése serait que les limaces du genre Philomycus

et d’Arion subfuscus s.l. produisent des métabolites secondaires qui attirent d’autres individus de
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la méme espéce pour diverses raisons, probablement dans le but de se nourrir sur la ressource
trouvée par un autre individu ou de trouver un partenaire de reproduction. De plus, Arion subfuscus
s.l. étant un complexe d’espéces introduites ayant un trés bon succés d’invasion dans I’est du
Canada (L’Heureux et Angers, 2018), la fonction biologique des métabolites secondaires devrait
étre tout aussi efficace, voire plus efficace, chez ce complexe d’espéces que pour des espéces
indigenes telles que celles du genre Philomycus, afin d’assurer un bon succés de reproduction et/ou

un faible risque de prédation.
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MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériel biologique et échantillonnage

Des limaces des genres Philomycus (indigéne) et du complexe d’Arion subfuscus s.1. (envahissante)
ont été capturées sur deux sites forestiers, I’un aux abords du lac Gagnon (46°05'43" N 75°08'45"
O) et I’autre dans la municipalité de 1’Ange-Gardien (45°37'51" N 75°22'06™ O). Les deux sites
sont dominés par les arbres feuillus tels que les érables (Acer saccharum Marsh, Acer
pennsylvanicum), le bouleau jaune (Betula alleghaniensis Britton), le hétre américain (Fagus
grandifolia Ehrh.), ainsi que la pruche du Canada (Tsuga canadensis) (MFFP, 2002); (Nolet et al.,
2015). La précipitation moyenne annuelle (1981-2010) est 1091 mm au site de Gagnon et 1007
mm au site d’Ange-Gardien et la température moyenne annuelle (1981-2010) est 4,5°C et 5,1°C
au site de Gagnon et au site d’Ange-Gardien respectivement (Environnement Canada, 2020). La
récolte manuelle des limaces s’est faite en explorant les arbres vivants debout et ceux tombés au
sol et en état de décomposition avancée, c.-a-d. des attributs de I’habitat connus pour favoriser la
présence des genres de limaces a I’étude (L’Heureux et Angers, 2018). Pour maximiser le taux de
capture, les journées qui succedent a une période pluvieuse ont été privilégiées. Lorsque capturées,
les limaces ont été rassemblées par espéce et par date de sortie dans un pot en plastique, puis
emmenées au laboratoire de I’institut des sciences de la forét tempérée (ISFORT). Chaque genre a
été identifiée selon ses caractéres morphologiques externes (Grimm et al., 2009). Les spécimens
ont été euthanasiés par congelation et conservés a —20 °C (He et al., 2014)

2.2. Préparation des échantillons et extraction

Les limaces d’un genre récolté lors d’une expédition d’une seule journée ont été combinées en un
seul lot, et conservées a —20 °C pour éviter la dégradation de leurs métabolites secondaires. Chaque
lot a éte extrait indépendamment. Pour ce faire, un lot a été decongelé puis separé en deux portions
de masses a peu pres égales. Une premiére moitié a éte broyée par une lame de scalpel puis extraite
par macération dans le méthanol, pendant 24 h, a la température de la piéce et avec agitation (appelé
« extrait complet » par la suite). L’autre moitié a été extraite de la méme maniére, mais les limaces
n’étaient pas broyées, afin d’extraire seulement les métabolites a la surface de I’animal et dans son
mucus pendant 20 minutes (appelé « extraits de surface » par la suite). Les suspensions ont ensuite

été filtrées sur papier-filtre Whatmann #4, puis le solvant a été évaporé sous pression réduite. La
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masse des métabolites a été mesurée afin de calculer le rendement, par rapport a la masse totale de
limaces extraites (masse humide). La quantité requise de chaque type d’extrait (surface et complet)
a été divisée en deux portions : 1’une portion pour tester les activités biologiques, et une autre pour

réaliser les analyses chimiques.
2.3. Activités biologiques

Les activités anti-appétante et phéromonale des extraits de limace ont été testées sur le terrain et en
laboratoire respectivement. Afin de réaliser les tests d’activités biologiques, tous les lots d’extrait
de limaces capturées lors des différentes journées de récoltes ont été combinés par genre

(Philomycus vs Arion) et par type d’extrait (complet vs de surface).
2.3.1. Activité anti-appétante de 1’extrait de limaces — expériences de terrain

Préparation de la nourriture - Des vers de terre de culture, destinés a la péche sportive, ont été

utilisés comme substrat de base pour la nourriture. D’abord, les vers de terre ont été lavés avec de
1’eau de source (non chlorée). Ensuite, les vers de terre ont été broyés dans un mélangeur de cuisine
(Vitamax) jusqu’a I’obtention d’un mélange homogéne. Pour rendre la préparation plus pateuse,
les vers de terre broyés ont été mélangeés a de la farine de blé tout usage (Marque « Sans Nom »)
dans un rapport vers de terre/farine 2:3. Une partie de la pate obtenue a été mise de c6té pour le
contrdle (sans extrait de limace). Les extraits ont été incorporés a la pate en quantité suffisante pour
correspondre a la concentration naturelle d’une limace (Tableau 1). Les préparations ainsi obtenues
ont été fagconnées en boulette d’environ 0.5 g, puis 3 de ces boulettes ont été offertes en tant que
nourriture a la microfaune vivant sur le sol forestier (par exemple invertébrés et petits mammiféres)
en les placant sur le sol forestier dans un couvercle de plastique rouge de 12 cm de diametre. Les
boulettes ont été préparées la veille de I’expérience et congelées afin qu’elles ne se dégradent pas

entre le moment de leur préparation et lorsqu’elles ont été disposées sur le terrain.
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Tableau 1. Quantités d’extraits pour la préparation de la nourriture du test anti-appétant.

Masse d’extrait pour

Espéce Type . Masse d’extt_‘ait obtenue 25 g de nourriture (mg)
d’extrait (mg/g limace)
Calculée Mesurée
Arion subfuscus s.1. Surface 10,3 258 259
Arion subfuscus s.1. Complet 28,3 707 698
Philomycus sp. Surface 7,7 193 195
Philomycus sp. Complet 25,9 648 653

Expérience en milieu forestier - Pour réaliser le test anti-appétant, quinze sites forestiers distants

d’au moins 150 metres ont été sélectionnés aléatoirement dans la forét adjacente au lac Gagnon
(Figure 2). A chaque site, deux supports en plastique rouge (diamétre =12 cm), I’un contenant trois
boulettes (1.5 g au total) de pate de vers de terre sans extrait (contréle) et I’autre contenant 3
boulettes de pate de vers de terre avec des extraits (test), ont été posés cote a cote sur le sol, proche
de troncs en état de décomposition afin de favoriser la présence de prédateurs (p.ex., invertébrés et

petits mammiferes) (Figure 3).

Figure 2 : Carte et coordonnées GPS des sites d’expérimentation pour le test d’activité anti-
appeétante.

-75.2 -75.1 -75.0
I

ID Latitude Longitude
46° 06' 03,52" 75° 08' 42,33"
46° 06' 03,05" 75° 08' 49,50"

46.2

46° 05' 58,13" 75° 08' 44,42"
46° 05' 49,54" 75° 08" 46,79"
46° 05' 53,45" 75° 08' 51,73"
46° 05' 57,79" 75° 08' 52,23"
46° 05' 53,56" 75° 08' 44,15"
46° 06' 08,65" 75° 08' 43,66"
46° 06' 07,58" 75° 08' 51,14"
46° 06' 14,07" 75° 08' 49,02"
46° 06' 16,51" 75° 08' 41,93"
46° 07' 59,57" 75° 08' 34,50"
46° 08' 04,26" 75° 08" 34,90"

46.1

VWl N|o|lV] S |WN]—~

46.0

=
S
£
7
(<]
o
]
~

—
o

—
—_

—-
N

—
w

45.9

—
S

46° 07' 58,26" 75° 08'42,18"
46° 06' 31,73" 75° 08' 46,24"

—-
w




23

Figure 3 : Photos représentant le dispositif expérimental pour 1’étude de 1’activité anti-appétante
(photo A) et I’exemple d’une photo montrant un petit mammifére en train de s’alimenter sur de la
pate de vers de terre (photo B).

Les deux types d’extraits (complet et de surface) de Philomycus et d’Arion (c.-a-d. un total de 4

traitements différents : extrait complet Arion vs contrdle; extrait de surface Arion vs contréle;
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extrait complet Philomycus vs contrdle; extrait de surface Philomycus vs contréle) ont été testés a
chaque site, durant 4 jours consécutifs (une paire de supports en plastique contenant un contréle et
un type d’extrait par jour). L’ordre dans lequel les extraits ont eté testés a été choisi de maniére
aléatoire. Ainsi, le nombre de répétitions pour chaque extrait était de 15 (pour un total de 60
expériences; 15 sites x 4 paires de supports en plastique). Une caméra a infrarouge (Modele
Reconyx, PC900) a été disposee a I’aide de deux batons en bois & 1,4 m au-dessus des couvercles
afin d’étre en mesure de les photographier sur une méme image (Figure 3). La fréquence des
photographies était d’une photo par minute. En plus, en cas de mouvements d’un animal a sang
chaud (oiseaux, écureuils, ratons laveurs, petits mammiféres) dans le champ de vision de la caméra,
cette derniére se déclenchait automatiquement et prenait des séries de 3 photos additionnelles a
chaque mouvement détecté par la caméra. Chague expérience a commencé le matin de chaque jour

d’expérience et a duré environ 24 h, c.-a-d. jusqu’au lendemain matin.

Le nombre de prédateurs dans chaque support en plastique a été estimé sur chaque photo (environ
62800 photos examinées) en considérant seulement les individus ayant au moins la moitié du corps
(incluant la téte) localisé dans le support en plastique. Le nombre total d’individus par couvercle a
ensuite été calculé en faisant la somme de tous les individus décomptés a travers les photos, pour
les groupes de prédateurs suivants : arachnides, chenilles, petits coléoptéres (inférieur a 3 mm),
grands coléopteres (supérieur a 3 mm), écureuils, escargots, limaces, petits mammifeéres, ratons
laveurs, salamandres, sauterelles et oiseaux. Ce décompte a été réalisé tant qu’il y avait de la pate
de vers de terre dans les deux supports en plastique, afin de s’assurer que les prédateurs avaient le
choix de s’alimenter sur 1’un ou I’autre des supports en plastique. Le décompte des prédateurs a

pris fin lorsqu’un des deux supports en plastique ne contenait plus de pate de vers de terre.
2.3.2. Activité phéromonale de 1’extrait de limaces — expériences de laboratoire

La détermination de I’activité phéromonale a été réalisée dans un laboratoire de ’ISFORT. A cet
effet, les limaces de chaque genre ont été récoltées le jour méme de ’expérience et au site déja
mentionné (lac Gagnon). L’échantillonnage a eu lieu le matin de chaque jour ou ont débuté les
experiences. Les limaces ont été capturées et transportées individuellement jusqu’au laboratoire
dans des boites en plastique percées dans lequel un petit morceau de feuille de laitue avait été
disposé pour minimiser le stress des limaces (Mazaleyrat, Lorenzetti et Dupuch, 2022). Les limaces

ont éte gardées dans les boites jusqu’au début de 1’expérience vers 18h00.
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Les expériences se sont déroulées dans huit bacs en plastique d’une dimension intérieure de 50 cm
x 33 cm x 15 cm. Au fond de chaque bac, de la terre noire humide a été disposée sur une épaisseur
de 3 cm. Entre la terre noire et la paroi du bac, il y avait un cadre a largeur de 2 cm qui a été rempli
de cendres pour eloigner la limace de la paroi et éviter que celle-ci ne s’échappe du bac. Un
deuxieme systéme « anti-fuite » a été mis en place en disposant un ruban collant a double face
couvert de sel (c.-a-d., une substance tres irritante pour la peau des limaces) fixé sur la surface
interne des parois verticales de chaque bac. Un morceau de plastique noir (6 x 6 cm) a été placé au
centre du bac, sur la terre noire, afin de servir d’abri pour la limace (Mazaleyrat, Lorenzetti et
Dupuch, 2022) (Figure 4).

Figure 4 : Photo représentant le bac expérimental avec les trois zones utilisées pour les
expériences dédiées a 1’¢tude de I’activité phéromonale
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Les bacs ont été placés sur des étageres métalliques. Une caméra (Wingscape) a été disposée au-
dessus de chaque bac a une distance de 120 cm. De cette maniére, toute la surface du bac était

visible sur une méme image (Figure 4).

Une solution d’extraits mélangée a du méthanol correspondant a la concentration naturellement
rencontrée chez une limace a été déposée directement sur un verre de montre de 6 cm de diametre
(test) tandis qu’un autre verre de montre a regu seulement du méthanol (contrdle). Le solvant sur
chaque verre de montre a été séché a I’air libre avant les expériences. Les deux verres de montre

(contrdle vs test) ont été disposes sur le sol aux deux extrémités du bac (distance d’environ 40 cm;
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Figure 4). L’orientation des bacs sur les étageres (nord-sud vs est-ouest) ainsi que la position

relative des verres de montre (test vs contréle) ont été déterminées aléatoirement.

Les experiences ont commencé vers 18-18h30 en placant au centre du bac une limace de la méme
espece que I’extrait, en dessous de I’abri. Les expériences ont duré toute la nuit (période ou les
limaces sont les plus actives) et pris fin le lendemain matin vers 11h30. La photopériode naturelle
a été respectée, c’est-a-dire que la période de noirceur dans le laboratoire était de 21h00 jusqu’a

5h00 le lendemain matin. La caméra a été programmée pour prendre une image toutes les minutes.

De maniére similaire a 1’activité anti-appétante, quatre paires d’extraits ont été testées avec 16
répétitions pour chaque extrait (pour un total de 64 expériences). L’espace de chaque bac a été
divisé en trois zones de taille équivalente : la zone ou se trouve le verre de montre du contréle, la
zone contenant le verre de montre avec ’extrait, puis la zone centrale du bac (Figure 4). Pour
chaque essai, deux métriques ont été calculées afin d’estimer I’effet phéromonal de 1’extrait. La
premiere métrique est le temps en minutes (c.-a-d. le nombre de photos) que chaque individu a
passé dans la zone contenant de I’extrait ou de celle n’en contenant pas. Pour cela, seules les
expériences ou les limaces ont été actives pendant plus de 60 minutes sur la durée totale de
I’expérience ont été retenues (60 expériences sur les 64). La seconde métrique est le temps qu’une
limace a passé en contact avec I’extrait ou avec le contrdle, c.-a-d., lorsqu’une limace se trouve sur
I’un des verres de montre correspondant. Le nombre de fois qu’une limace était en contact avec
I’extrait ou le contrdle étant peu élevé et non observé pour environ la moitié des verres de montre,
la présence ou I’absence de contact pour chaque verre de montre a été estimée plutdt que le temps
de contact avec I’extrait ou le contrdle. Apres chaque expérience, la terre a été enlevée, et le bac
nettoyé avec de ’eau de Javel puis rincé avec de 1’eau de source afin d’éliminer toute trace du

passage des limaces de I’expérience précédente.
2.4. Analyses des compositions chimiques

Avant de réaliser les analyses chromatographiques (LC-MS/MS), les aliquotes d’extrait de chaque

lot ont été fractionnées par séparation liquide-liquide.
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2.4.1. Séparation liquide-liquide

Pour ce faire, entre 20 et 25 mg de ’extrait de chaque lot de limaces ont été dissous dans 1 mL
d’une solution MeOH/H20 (9:1). De I’hexane (1 mL) a ensuite été ajouté a cette solution. Ce
mélange a été vigoureusement agité puis centrifugé pour séparer les deux phases. La phase
supérieure, riche en hexane et en composés non-polaires, a été récupérée puis la phase
hydroalcoolique a été extraite deux autres fois avec de I’hexane. Le ratio MeOH: H20 9:1 a été
modifié a 3:2 en ajoutant de I’eau, puis 1 mL de CHClz a été ajouté a cette solution. Ce mélange a
été vigoureusement agité, puis les deux phases ont été séparées par centrifugation. La phase
chloroforme a été mise de coté, puis la phase hydroalcoolique a été extraite deux autres fois avec
du chloroforme. A la fin, les trois phases, soit hexane, CHCls, et MeOH/H0, ont été évaporées

sous vide.
2.4.2. Chromatographie et spectrométrie de masse

Les fractions ont été analysées a I’aide d’un chromatographe liquide (Vanquish, ThermoFisher)
couplé a un spectrométre de masse en tandem (Q Exactive. ThermoFisher). En plus du MS,
I’appareil était muni de deux autres détecteurs : un spectrophotométre UV ainsi qu’un systéme a
aérosol chargé (CAD). Ce dernier génere des signaux qui sont proportionnels a la concentration
massique du métabolite. Grace a un diviseur, environ 10% de 1’éluant est dirigé vers le MS, tandis
que le reste passe par le détecteur UV puis par le CAD. Les séparations ont été réalisées sur une
colonne HPLC en phase inverse C18 (100 mm x 4,6 mm, 3 um, Hypersil GOLD Thermo Scientific)
en utilisant une combinaison d’eau et d’acétonitrile acidifiés avec de 1’acide formique a une
concentration finale de 0,1 % (v/v). Un mode d’élution par gradient a été effectué avec un débit de
1 mL/min et une programmation débutant a 15 %B pendant 2 min, suivi d’une augmentation
jusqu’a 95 %B pendant 30 min, et se terminant par un plateau a 95 %B pendant 16 min. Tous les

solvants ont été acidifiés avec I’acide formique (0,1 %).

Le spectrometre de masse est un systéme muni d’un quadrupdle et d’une trappe orbitale capable
de treés haute résolution (jusqu’a 140 000). La source d’ionisation est du type €lectronébuliseur.
Tous les paramétres de I’analyse (solvants et débit d’élution, débit et tempeérature des gaz, ainsi

que le potentiel électrique pour 1’¢électronébuliseur, les modes d’acquisition des données de masse,
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etc.) ont été optimisés en utilisant un échantillon total, obtenu en combinant une petite portion de

chaque lot d’extrait complet de chaque espéce de limaces (Tableau 2).

Tableau 2. Parametres optimisés de spectrometre de masse.

Source électronébuliseur Parametres de balayage
Débit de gaz 35 Type de balayage MS complet
Débit de gaz auxiliaire 10 Gamme de balayage 150 — 2000 m/z
Débit de gaz de balayage 0 Fragmentation Non
Tension de nébulisation 3kV | Résolution (FWHM a m/z 70 000
200)
Température de capillaire 275 °C | Polarité Positif
Niveau de S-lens RF 50% | Microbalayage 1
Blocage de masses Eteindre
Cible de contréle automatique 3 x 108
de gain
Temps d’injection maximale 200 msec

Lorsque tous les paramétres de la méthode ont été optimiseés, tous les échantillons, les fractions de
chaque type d’extrait, ont été injectés séparément 2 fois chacun : deux modes d’analyse des ions
(balayage complet et fragmentation sélective) ont été déployés pour chaque échantillon. Dans le
mode « balayage complet », tous les ions en provenance de la source seront analysés directement
par la trappe orbitale pour mesurer leur ratio m/z. Ce mode d’acquisition permet de déduire la
masse moléculaire et la formule moléculaire des différents métabolites de 1’échantillon. Lors du
mode « fragmentation sélective », des ions d’une masse choisie ont été envoyés dans une chambre
de fragmentation pour briser les molécules en fragment de plus petite masse. Le choix des masses
retenues a eté fait en temps réel par I’appareil qui est programmé pour retenir les ions les plus
abondants du moment. Les spectres de masse obtenus permettent d’établir des caractéristiques
structurales des molécules analysées et d’en déduire leur degré de similitude. Comme les deux
modes d’ionisation (positif, ou négatif) ont eu des résultats semblables, nous avons ignoré des

analyses de mode ionisation négatif.
2.4.3. Réseautage moléculaire et identification des molécules

Tous les extraits ont été analysés par LC-MS/MS, en utilisant une colonne en phase inverse (C18)

pour la chromatographie, et un mode d’acquisition dépendant des données (ou « Data Dependent
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Acquisition ») pour la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Les données brutes ont ensuite
été téléversees sur le site « Global Natural Products Social Molecular Networking », ou GNPS
(Wang et al., 2016). Ces données sont en format .raw. Comme GNPS supporte le format .mzXML
et .mzML, les données ont été converties (Wang et al., 2016) en format mzML par I’application
MSConvert de ProteoWizard (Chambers et al., 2012) Ensuite, ces données converties ont été
téléchargées sur le site de GNPS par 1’application WinSCP. Dans la page de Molecular Networking
Parameter Presets, les données ont éte divisées en trois groupes. Le groupe 1 contient le blanc et
le témoin, le groupe 2 inclut les extraits d’Arion et le troisieme groupe, les extraits de Philomycus.
La page de Network Visualizations section View Spectral Families (In Browser Network
Visualizer), a permis de visualiser et d’interpréter les résultats (GNPS, 2023).

2.5. Analyses statistiques
2.5.1. Activité anti-appétante

Afin de tester I’activité anti-appétante de 1’extrait, le nombre total de prédateurs a été comparé
entre le support en plastique contenant de 1’extrait et celui n’en contenant pas (variable binaire
Présence d’extrait codée « 0 » en absence d’extrait et « 1 » en présence d’extrait) a ’aide d’une
régression mixte basée sur une distribution négative binomiale afin de prendre en compte la
surdispersion des données de comptage. L’interaction entre les variables Présence d’extrait et
Genre (variable binaire codée « Arion » ou « Philomycus ») a également été incluse dans le modéele
afin de vérifier si I’activité anti-appétante était similaire entre les deux genres. L’interaction entre
les variables Présence d’extrait et Type d’extrait (variable binaire codée « Complet» ou
« Surface ») a également était testée afin de vérifier si I’extrait issu du corps complet de la limace
avait la méme activité anti-appétante que 1’extrait issu de la surface du corps. L’interaction triple a
également été testée (Présence d’extrait X Type d’extrait X Genre). Celle-ci n’ayant pas d’effet
significatif dans aucun des modeles réalisés, elle a été retirée des modeéles par respect du principe
de parcimonie. Chaque catégorie de prédateurs a été analysée séparément, ce qui a conduit a réaliser
5 modéles mixtes différents. En effet, seules les catégories limaces, petits mammiféres, petits
coléopteres, sauterelles et arachnides contenaient assez de données pour étre analysées. La paire
de couvercles ainsi que le numéro de la station ont été considérés en tant qu’effets aléatoires dans
les modeles afin de prendre en compte la non-indépendance des données provenant des deux

couvercles adjacents (effet aléatoire « paire ») et issus d’une méme station (effet aléatoire
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« station »). De plus, la durée totale en minutes de chaque expérience réalisée a chaque station a
été incluse en tant que variable offset dans le modéle afin de contrdler pour des différences de durée
d’expériences entre stations et jours d’échantillonnage. Les analyses ont été réalisées avec le
logiciel R (version 4.2.3) et la fonction gimmTMB (Brooks et al., 2017).

2.5.2. Activité phéromonale

Afin de tester I’activité phéromonale de I’extrait, le temps passé dans chaque zone et la
présence/absence de contact avec 1’extrait ou le contr6le ont été comparés entre le verre de montre
contenant de I’extrait (zone avec 1’extrait) et celui n’en contenant pas (variable binaire Présence
d’extrait codée « 0 » en absence d’extrait et « 1 » en présence d’extrait) a I’aide d’une régression
mixte basée sur une distribution négative binomiale afin de prendre en compte la surdispersion des
données de comptage (temps passé dans chaque zone), et une distribution binomiale
(présence/absence de contact) respectivement. L’interaction entre les variables Présence d extrait
et Genre (variable binaire codée « Arion » ou « Philomycus ») a également été incluse dans le
modéle afin de vérifier si I’activité phéromonale était similaire entre les deux especes. De plus,
I’interaction entre les variables Présence d’extrait et Type d’extrait (variable binaire codée
« Complet » ou « Surface ») a été testée afin de vérifier si I’extrait issu du corps complet de la
limace avait la méme activité phéromonale que I’extrait issu de la surface du corps. L’interaction
triple a également été testée (Présence d’extrait x Type d’extrait X Genre). Le numéro de
I’expérience (codée 1 a 64) a été considéré en tant qu’effet aléatoire dans les modéles afin de
prendre en compte la non-indépendance des données provenant des paires de verres de montre
contenues dans chaque expérience. De plus, la durée totale en minutes de chaque expérience
réalisée a été incluse en tant que variable offset dans le modéle afin de contrbler pour des
différences de durée d’expériences entre bacs et jours d’échantillonnage. Les analyses ont été

réalisées avec le logiciel R (version 4.2.3) et la fonction gimmTMB (Brooks et al., 2017).



31

RESULTATS

3.1. Activités biologiques
3.1.1. Activité anti-appétante

Parmi les cing catégories de prédateurs, seules les limaces, les arachnides et les petits mammiferes

ont démontré une réponse a la présence d’extrait dans la pate de vers de terre (Tableau 3).

Tableau 3 : Le nombre de visiteurs observés pour chaque genre (type d’extrait).

Arion Philomycus
Visiteur Type d’extrait
Absence Présence Absence Présence
d’extrait d’extrait d’extrait d’extrait
. Surface 1907 1271 2546 3558
Limaces
Complet 3229 2762 2810 2975
Arachnides Surface 2409 2680 2489 1781
Complet 2186 1892 3805 2564
Petits mammiferes Surface 14 4 27 23
Complet 16 4 29 9
Petits coléoptéres Surface 1285 1145 1082 716
Complet 1793 995 450 116
Sauterelles Surface 1506 1730 1817 1605
Complet 1073 993 1339 1805

En ce qui concerne les limaces qui ont visité les dispositifs expérimentaux (lesquelles étaient Arion
dans ~99,9 % des cas), elles étaient plus abondantes sur les supports en plastique contenant de
I’extrait que sur ceUX n’en contenant pas, principalement dans le cas de I’extrait provenant de
Philomycus (Figure 5; Tableau 4, effet significatif de I’interaction « Genre x Présence extrait »).
L’inverse était observé pour les arachnides (ordre des opilions dans plus de 95 % des cas), qui
étaient plus abondantes sur le support en plastique ne contenant pas d’extrait, principalement dans
le cas de I’extrait provenant de Philomycus (Figure 6; Tableau 4, effet significatif de 1’interaction
« Genre x Présence extrait »). Quant aux petits mammiféres (41 % campagnol a dos roux, 59 %
souris, <1 % musaraigne), ils étaient plus abondants sur le support en plastique ne contenant pas
d’extrait, et ce, quelle que soit le genre de limace dont provenait I’extrait (Figure 7; Tableau 4, effet
significatif de Présence extrait). Cet effet était cependant moindre pour 1’extrait provenant de la

surface de la limace (Figure 7; Tableau 4, effet significatif de ’interaction « Type extrait X Présence
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extrait »). Aucun effet de I’extrait n’a été trouvé pour les petits coléoptéres et les sauterelles (Figures
8 et 9; Tableau 4).

Tableau 4 : Résultats des régressions mixtes pour chacune des catégories de prédateurs (activité
anti-appétante). L’estimé et 1’erreur standard (entre parenthéses) sont présentés pour chaque
variable et interaction incluse dans le modele. * p<005. *** p<0.001.

%) %] ‘U’J’ %)

%) "5 IiIJ 4 H:J

g : : el pd

Variables < < e ca =2

m O W=

= @)

= b4 = o ‘w o>

< S o S
Genre? 0,93(0,27) ***  0,08(0,25)  0,21(0,30) _ -1,05(0,46) 1,62(0,48)
Type extrait® -0,38(0,26)  -0,05(0,25)  0,28(0,29)  0,61(0,42) 0,54(0,44)

Présence extrait®  -0,56(0,29)  0,03(0,19)  0,12(0,36)  -0,36(0,43) -1,81(0,48) ***

Présence d'extrait
x Type extrait -0,10(0,36) 0,05(0,22) -0,17(0,41) 0,27(0,57) 0,84(0,40) *

Genre x Présence
d’extrait 0,77(0,37) *  -0,48(0,22) * 0,08(0,41) -0,62(0,59) 0,78(0,46)

(2)Genre de référence dans I’analyse : Arion; (b)Type d’extrait de référence dans I’analyse: extrait complet;
(c)Traitement de référence dans I’analyse: extrait absent.

Figure 5 : Nombre de limaces par minute (multiplié par 100 pour faciliter la lecture des valeurs)
sur les supports en plastique en fonction du type d’extrait et du genre de limace dont I’extrait est
issu (Arion vs Philomycus).
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Figure 6 : Nombre d’arachnides par minute (multiplié par 100 pour faciliter la lecture des
valeurs) sur les supports en plastique en fonction du type d’extrait (complet ou de surface) et du
genre de limace dont 1’extrait est issu (Arion vs Philomycus).
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Figure 7 : Nombre de petits mammiferes par minute (multiplié par 100 pour faciliter la lecture
des valeurs) sur les supports en plastique en fonction du type d’extrait et du genre de limace dont
I’extrait est issu (Arion vs Philomycus).

Petits mammiféres
12

10

X
[ ]

Arion (complet) Arion (surface) Philomycus (complet) Philomycus (surface)

(Nombre de visiteurs/minute totale)*100
(=}

Genre (Type d'extrait)

[ Absence de l'extrait [ Présence de I'extrait



34

Figure 8 : Nombre de petits coléoptéres par minute (multiplié par 100 pour faciliter la lecture des
valeurs) sur les supports en plastique en fonction du type d’extrait et du genre de limace dont
I’extrait est issu (Arion vs Philomycus).
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Figure 9 : Nombre de sauterelles par minute (multiplié par 100 pour faciliter la lecture des
valeurs) sur les supports en plastique en fonction du type d’extrait et du genre de limace dont
I’extrait est issu (Arion vs Philomycus).
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3.1.2. Activité phéromonale

\

Aucune différence n’a été trouvée pour le temps passé a se déplacer dans la zone du bac
expérimental contenant ou pas de 1’extrait, que ce soit pour Arion ou Philomycus (Figure 10,
Tableau 5). La probabilité de rentrer en contact avec 1’extrait était cependant plus élevée pour Arion

que Philomycus (Figure 11, Tableau 5, interaction genre x zone significative).

Tableau 5 : Résultats des régressions mixtes pour le temps passé en déplacement dans une zone
du bac expérimental qui contenait ou pas de 1’extrait et pour la présence/absence de contact d’une
limace avec le verre de montre de I’extrait ou du contréle. L estimé et écart-type (entre
parenthéses) sont présentés pour chaque variable et interaction inclue dans le modéle. * p<0.05.

*** p<0.001.

Variables TEMPS DANS LA PRESENCE DE

ZONE CONTACT
Genre? 0,001(0,34) -1,55(0,93) *
Type extrait? -0,18(0,33) 0,42(0,84)
Zone a/s extrait® 0,15(0,41) -3,26(1,25) *
Zone X Type extrait -0,14(0,47) 0,42(1,09)
Genre x Zone a/s extrait -0,12(0,47) 3,03(1,29) *

(a) Genre de référence dans I’analyse : Arion; (b) Type d’extrait de référence dans 1’analyse: extrait complet;
(c) Traitement de référence dans I’analyse: zone sans extrait.
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Figure 10 : Pourcentage moyen de temps passé a se déplacer (c.-a-d. le temps passé dans chaque
zone divisée par la durée totale de 1’expérience multiplié par 100) dans chaque zone du bac
d’expérimentation en fonction du type d’extrait et du genre de limace.
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Figure 11 : Pourcentage d’expériences pour lesquelles une limace est entrée en contact avec
I’extrait ou le contrdle en fonction du type d’extrait et du genre de limace.
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3.2. Analyses chimiques

Selon les résultats de cette analyse, GNPS suggeére des identifications pour 160 molécules, certaines
étant propres a Arion (20 molécules) ou a Philomycus (9 molécules), d’autres étant communes aux
deux especes (131 molécules) (Tableau 6). 1l est intéressant de noter que les molécules proposees
sont accompagnees de métadonnées comme la masse moléculaire, I'origine des données spectrales,
ainsi qu’une classification de la molécule. Ainsi, le nombre de molécules dans chacune des grandes

catégories est présenté au tableau 7.

Tableau 6: Le nombre des molécules détectées dans 1’extrait uniquement chez Arion,
Philomycus ou chez les deux genres.

Genre Arion Philomycus Arion et Philomycus

Nombre des molécules 20 9 131

Tableau 7 : Classement des molécules détectées dans les extraits de limaces

Groupe Nombre de molécules
Terpenoides 25
Phénylpropanoides et shikimates 7
Polycétides 6
Alcaloides 4
Lipides 12
Phospholipides 64
Acides gras 22
Saccharides 9
Acides aminés et peptides 7
Autres 4

Comme mentionné précédemment, les identifications réalisées par GNPS sont des propositions qui
n’ont pas été confirmées avec un standard. Néanmoins, trois de ces tentatives d’identifications sont

présentées a la suite.

La premiére molécule présentée est 1’acétate de géranylgéranyle ([(2E,6Z,10Z)-7,11-
bis(acetyloxymethyl)-3,15-dimethylhexadeca-2,6,10,14-tetraenyl] acetate), dont la structure est

présentée a la figure 12. Pour confirmer cette identification, le spectre de masse obtenu a la suite
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de I’analyse LC-MS/MS a été comparé avec le spectre de masse de la banque de données GNPS
(Figure 13). Méme si I’ion précurseur ([M + K]* = 487.25) n’est pas présent sur le spectre de masse,
on peut considérer cette identification comme relativement fiable. En effet, on peut expliquer
plusieurs des fragments observés sur le spectre de masse par une séquence d’¢limination des
groupes acétates (Figure 14). Les chromatogrammes pour 1’ion précurseur de I’acétate de
géranylgéranyle, sont présentés a la figure 15. On remarque que cette molécule serait présente

uniquement chez Arion.

Figure 12 : Structure de 1’acétate de géranylgéranyle.
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Figure 13 : Comparaison des spectres de masse de I’acétate de géranylgéranyle. En haut : spectre
de masse obtenu par ’analyse LCMS, en bas : spectre de masse de la banque de données GNPS
(CCMSLIB00004709646).
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Figure 14 : Patron de fragmentation de 1’adduit [M + K]* de I’acétate de géranylgéranyle.
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Figure 15 : Chromatogrammes LCMS pour 1’ion m/z 487 des fractions MeOH/H0 des surfaces
d’Arion et de Philomycus.
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La deuxieme molécule présentée est le canangalia H, un sesquiterpéne dont la structure est
présentée a la figure 16. L’identification de ce diol est basée sur le produit de la double
déshydratation pour former un diéne conjugué. La comparaison des spectres de masse est présentée
a la figure 17. Le canangalia H a été détecté chez Arion seulement, tel qu’on peut le constater sur
les chromatogrammes présentés a la figure 18. Dans ce cas, trois pics sont présents, mais le
canangalia H est celui qui sort & 22.4 min. Les deux autres pics détectés pourraient étre des isoméres

du canangalia H.

Figure 16 : Structure de Canangalia H et formation de I’adduit chargé positivement.
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Figure 17 : Comparaison des spectres de masse du canangalia H. En haut : spectre de masse
obtenu par 1’analyse LCMS, en bas : spectre de masse de la banque de données GNPS
(CCMSLIB00012060267).
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Figure 18 : Chromatogrammes LCMS pour I’ion m/z 487 des fractions MeOH/H20 des surfaces
d’Arion et de Philomycus.
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La troisiéme molécule est ’astragaline, un glycoside du kaempférol (Figure 19). L’identification

de ce flavonoide est basée sur un spectre de masse relativement simple avec un pic de base a m/z
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287 (Figure 20). Cet ion découle de la séparation de la section sucre et de la génine, tel qu’illustré

a la figure 21. Lorsque les chromatogrammes sont inspectés, on trouve un pic a 6.5 min, seulement

pour I’extrait d’Arion (Figure 22).

Intensité relative

Figure 19 : Structure de 1’astragaline.
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Figure 20 : Comparaison des spectres de masse de ’astragaline. En haut : spectre de masse
obtenu par I’analyse LCMS, en bas : spectre de masse de la banque de données GNPS
(CCMSLIB00003138551).
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Figure 21 : Patron de fragmentation de ’adduit [M + H]" de I’astragaline.
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Figure 22 : Chromatogrammes LCMS pour 1’ion m/z 449 des fractions MeOH/H0 des surfaces

d’Arion et de Philomycus.
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DISCUSSION

4.1. Activité anti-appétante et phéromonale

Les résultats de cette étude supportent en partie I’hypothése que les limaces produisent des
métabolites secondaires ayant un effet anti-appétant. En effet, les boulettes contenant de I'extrait
de limace issu des genres Arion et Philomycus ont attiré moins de petits mammiferes que les
boulettes fabriquées avec les mémes ingrédients mais ne contenant pas d’extrait de limace, ce qui
suggére un effet répulsif (anti-appétant) envers les petits mammiferes pour ces deux genres de

limaces.

Les arachnides ont également ét¢ moins attirés par les boulettes contenant de [’extrait de
Philomycus, ce qui suggére que I’effet anti-appétant n’est pas similaire entre les deux genres de
limaces. En effet, I'extrait de Philomycus présente une action anti-appétante plus marquée que celle
d'Arion vis-a-vis des arachnides, les arachnides n’ayant démontré peu ou pas d’évitement des
boulettes contenant de 1’extrait d’Arion. L’avantage apparent de Philomycus pourrait s’expliquer
par un mécanisme de défense mieux adapté que celui d’Arion. En effet, les limaces du genre
Philomycus ont possiblement développé des métabolites secondaires pour repousser les prédateurs
les plus probables dans leur aire de répartition. En revanche, la défense d’Arion subfuscus s.l., une
espéce introduite, semble non adaptée pour contrer les arachnides présents dans les sites a 1’étude.
Cela suggeére que la diminution de la pression de prédation, ou « enemy release hypothesis » en
anglais (Keane et Crawley, 2002), ne serait pas un mécanisme explicatif du succés d’invasion

d’Arion, tout du moins en ce qui concerne les arachnides.

Une différence significative de I’effet anti-appétant des extraits obtenus a partir de différents tissus
a également été observée (corps entier ou peau/mucus). En effet, les petits mammiféres ont été
moins attirés par les boulettes contenant de I’extrait d’Arion et de Philomycus, mais cet effet éetait
plus fort pour I’extrait provenant du corps complet des limaces. Cela peut s’expliquer par le fait
que la présence de métabolites secondaires est probablement plus abondante et diversifiée dans
I'extrait complet de limace par rapport a son extrait de surface. Une raison a cela est que les limaces
ont été complétement broyées, incluant le contenu de leur estomac. Ainsi, une partie des
métabolites contenus dans I’extrait complet provient de la nourriture ingérée par la limace. Cette

situation pourrait étre une stratégie de protection pour la limace, qui se nourrit de plantes ou de



45

champignons contenant des métabolites secondaires anti-appétants, formant ainsi une defense
chimique potentielle contre les prédateurs. En effet, un certain nombre de petites molécules anti-
appétantes ou méme toxiques pour les poissons ont été isolées a partir de lievres de mer, des proies
potentielles pour les poissons (Kamiya et al., 2006). 1l est intéressant de noter que certains de ces
composés ont aussi été isolés dans les algues qui composent la diete des liévres de mer, suggérant
une origine alimentaire (Avila, 2006). L’effet plus marqué de I'extrait complet (relativement a
I'extrait de surface) n’a cependant été observé que chez les petits mammiferes. Une explication
possible est que parmi les prédateurs qui se sont alimentés sur les boulettes, les petits mammiferes
sont les seuls a étre capables de consommer facilement une limace entiére, incluant le contenu de
son systeme digestif, du fait de leur plus grande taille relativement aux limaces. En revanche, les
invertébrés a 1’étude étant généralement de plus petite taille que celle des limaces, ils ont
probablement une capacité limitée a consommer une limace en entier. Les limaces pourraient avoir
ainsi développé une adaptation impliquant des métabolites secondaires contenus dans le systeme
digestif visant a limiter la prédation par les plus grands prédateurs seulement tels que les petits

mammiferes.

L’effet anti-appétant ne semble pas généralisé a toutes les catégories de consommateurs potentiels
puisque les petits coléopteres et les sauterelles n’ont démontré aucune réponse a la présence de
I’extrait, quel que soit le type de limace. De plus, les métabolites secondaires produits peuvent se
révéler étre attirants (ou appétant) contrairement a ce qui était attendu. En effet, I'extrait de
Philomycus contenu dans les boulettes a attiré Arion dans nos expériences sur le terrain, mais Arion
n’a pas été attirée par son propre extrait. Pourtant, Arion est fréquemment observé en train de
s’alimenter sur des cadavres de vers de terre, de limaces autres que son espece ou sur des féces de
carnivores (observation personnelle; A. Dupuch et S. Daneshvar). Cela démontre que Arion peut
se nourrir de vers de terre, mais que 1’ajout d’extrait de limace rend cette nourriture plus appétante

a leur sens.

Les résultats de cette étude supportent également 1’hypothése que Arion produit des meétabolites
secondaires ayant une activité phéromonale. En effet, et contrairement aux expériences sur le
terrain, Arion a démontré une attirance pour son propre extrait lors des expériences en laboratoire.
Une explication possible serait que lorsqu’Arion est seule ou a faible densité, comme ¢’était le cas

dans les expériences en laboratoire, la rencontre de congéneres est un élément important pour la
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survie de la population comparativement a lorsqu’elles sont en plus grande densité, comme dans
les sites forestiers a 1’étude. En effet, a faible densité, la production de métabolites secondaires
ayant une activité phéromonale pourrait permettre a Arion de trouver plus facilement des
congéneres pour la reproduction. Une telle activité phéromonale n’a pas été observée chez

Philomycus.
4.2. Composition chimique

Comme le montrent les tableaux 6 et 7, différents groupes de molécules ont été identifiés dans les
extraits de Philomycus et d’Arion. Dans les données recueillies, nous observons des dizaines de
molécules regroupées dans différentes classes. Cependant, il est crucial de prendre en compte
I'incertitude des données, car I’indentification des molécules n'a pas été validée a l'aide d’étalons
de référence. De plus, il est important de noter que l'algorithme GNPS peut fournir des
identifications qui ne résistent pas a 1’analyse critique. Malheureusement, il n’a pas été possible de

faire ces analyses pour 1’ensemble des identifications.

Etant donné que le corps des limaces a été complétement broyé dans la moitié des cas, les
métabolites secondaires issues de leur bol alimentaire aurait pu se retrouver dans les extraits testés.
Méme si ces molécules n’étaient pas intégrées dans le corps des limaces, elles pourraient jouer un

role clé dans la défense de I’organisme ou sur leur propagation.

Les ceufs d’Arion sp. sont enduits d’un diterpéne nommé miriamine (Schroeder et al., 1999). Cette
molécule présente un effet anti-appétant contre ses prédateurs, tels que la coccinelle. Parmi les
molécules suggerées par GNPS, on retrouve l'acétate de géranylgéranyle, spécifiquement présent
dans I'extrait d’Arion. La structure de I’acétate de géranylgéranyle présente des similitudes avec

celle de la miriamine.
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Figure 23 : Miriamine vs Acétate de géranylgéranyle
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Il est possible que la miriamine soit biosynthétisée a partir de métabolites de base tels que 1’acétate

de géranylgéranyle, puis qu'elle soit intégrée dans les ceufs pour les protéger contre les prédateurs.

Le canangalia H (Figure 24) est une autre molécule détectée exclusivement dans 1’extrait d’Arion.
Cette molécule a été isolée de plantes telles que Miliusa velutina (Nguyen Thien et al., 2022) et
Cananga latifolia (Phatchana et al., 2016). La structure du canangalia H ressemble a la juvabione,
un sesquiterpéne végétal avec des effets hormonaux importants chez plusieurs insectes. Les
hormones juvéniles jouent un réle crucial dans le développement et la reproduction des insectes
(Noriega et Nouzova, 2020). Il est intéressant de rappeler que seules les Arion étaient attirées par
leur extrait lors des expériences en laboratoire visant a vérifier I'activité phéromonale (Figure 11).
Bien que le canangalia H ait été détecté a la fois dans I'extrait complet et dans celui de surface (le
mucus), il n’est pas possible de confirmer son role dans l'activité phéromonale de I'extrait.
Néanmoins, il s’agit d’une piste intéressante a explorer étant donné que la reproduction est de

premiére importance dans le succes d'invasion d'une espéce exotique (Watz et Nyqvist, 2022).

Figure 24 : Structure moléculaire du canangalia H et de la juvabione

Canangalia H Juvabione
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Non seulement la présence du Canangalia H chez Arion est incertaine, mais sa fonction et son
origine biosynthétique sont encore inconnues. Il est raisonnable de supposer une origine
alimentaire puisque le canangalia H a été identifié dans plusieurs plantes. Méme si un
rapprochement entre ce sesquiterpéne et I’hormone juvénile I1I est mentionné dans ces études, cela
est basé¢ uniquement sur la structure moléculaire puisque les activités hormonales n’ont pas été
mesurées. Quant a sa fonction, on pourrait en imaginer plusieurs, mais il s’agirait de pure

spéculation.

L'astragaline, un type de flavonoide, démontre des propriétés anti-inflammatoires, antivirales et
antibactériennes (Li et al., 2020), ainsi qu'une activité neuroprotectrice (Riaz et al., 2018). Durant
notre analyse, cette molécule a eté détectée chez Arion. Les activités de cette molécule peuvent
aider la croissance et le développement corporel d’Arion. L’ astragalin pourrait également protéger

son systéme nerveux et la protéger contre les pathogenes.

Les flavonoides sont des métabolites secondaires produits par les plantes en tant que défenses
chimiques contre I'herbivorie des insectes et d'autres organismes (War et al., 2012). Puisque
I'astragaline a été détecté dans I'extrait d'Arion, cela démontre qu’elle se nourrit au moins en partie
de plante. Comme le composé a été détecté dans 1’extrait complet et I’extrait de surface, cela
démontre que le composé est internalisé par la limace. Il est donc possible de conclure que les
limaces ont neutralisé la défense chimique des plantes. Cela élargit le spectre alimentaire d'Arion,

lui permettant ainsi d'avoir un choix plus varié de nourriture.
4.3. Activité anti-appétante/phéromonale et succeés d’invasion d’Arion

Le role des métabolites secondaires dans le succes d’envahissement des espéces introduites est un
mécanisme encore peu étudié pour expliquer les invasions biologiques des espéces animales. |l
existe plusieurs dizaines d’hypotheses aujourd’hui pour expliquer le succeés d’envahissement des
especes introduites (Enders et al., 2020). Parmi ces hypothéses, il y a celle du « enemy release »
(Keane et Crawley, 2002), laquelle stipule que I’absence de prédateurs adaptés a I’espéce introduite
aide a son succes d’envahissement. Pour Arion, cela se traduirait par la présence de métaboliques
secondaires qui permettrait de réduire la pression de prédation par les prédateurs locaux (non
adaptes a s’alimenter sur Arion). En lien avec cette hypothése, ce projet suggére qu’Arion possede

des métaboliques secondaires ayant une activité anti-appétante envers les petits mammifeéres
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seulement, les autres prédateurs a 1’étude n’ayant pas démontré d’évitement de 1’extrait d’Arion
durant les expériences de terrain. Cependant, les résultats suggerent que cet effet anti-appétant sur
les petits mammiferes est aussi présent chez Philomycus. Ainsi, il est peu probable qu’un effet anti-
appétant des métaboliques secondaires d’Arion puisse étre un mécanisme explicatif du succes
d’invasion d’Arion, tout du moins pour réduire la pression de prédation par les groupes de
prédateurs a 1’étude. Les amphibiens (grenouille, crapaud, salamandre), les serpents, ainsi que les
oiseaux sont des prédateurs importants des limaces, il serait nécessaire de tester 1’effet anti-appétant
sur ces groupes de prédateurs afin d’évaluer plus précisément le rdle des meétabolites secondaires

dans le succes d’envahissement des espéces introduites.

La capacité de reproduction joue également un réle clé dans le succes de I'invasion d'une espece
exotique (Mazaleyrat, Lorenzetti et Dupuch, 2022; Watz et Nyqvist, 2022). Cela est d’autant plus
important pour Arion, puisque que les individus meurent généralement apres la reproduction
(Beyer et Saari, 1978; Jennings et Barkham, 1975b). Une forte capacité de reproduction est moins
nécessaire pour les especes de Philomycus, qui ont une durée de vie plus longue que celle d'Arion
et ne meurent pas apres la reproduction (Mazaleyrat, Lorenzetti et Dupuch, 2022). En lien avec
cette hypothese, les résultats de ce projet suggérent qu’Arion possede des métabolites secondaires
ayant un effet phéromonal, lequel serait présent lorsqu’Arion est a faible densité ou seul, comme
durant les expériences de laboratoire. Cela pourrait permettre a Arion d’augmenter la probabilité
de rencontrer des congéneres et par le fait méme, d’augmenter sa capacité de reproduction
lorsqu’elle est en faible densité. Un tel effet phéromonal serait un avantage pour une espéce
introduite en phase d’établissement dans un nouvel environnement, car cela permettrait une
croissance plus rapide de la population via une meilleure capacité de reproduction. Des expériences

supplémentaires seraient nécessaires afin de vérifier un tel effet phéromonal.
4.4. Limites du projet

Le projet présente plusieurs limites. La premiere est que les expériences n’ont pas permis de tester
le réle anti-appétant sur des groupes de prédateurs importants de limaces, i.e. les reptiles et les
amphibiens. De plus, une nourriture dénaturée (vers de terre broyé contenant de I’extrait de limace)
a été présentée aux prédateurs ce qui pourrait impacter leur comportement alimentaire. Certains
prédateurs auraient possiblement visité plus souvent les stations si de vraies limaces avaient été

présentes, tandis que d’autres prédateurs les auraient possiblement évités.
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Par ailleurs, 1’activité phéromonale a été testé en milieu contrélé (laboratoire), ce qui peut ne pas
étre représentatif du comportement naturel des limaces en milieu naturel. Tester cette activité dans
I’habitat des limaces serait préférable afin d’éviter des biais comportementaux liés aux conditions
de laboratoire. De plus, bien qu’Arion ait réagi a 1’extrait dans ces expériences, NOUS Ne pouvons
pas étre certain qu’un désir de reproduction a été déclenché chez les individus. Il se pourrait que
les limaces utilisent ces indices sensoriels pour trouver des congénéres afin de s’alimenter sur la

nourriture qu’ils auraient découvert.

En ce qui concerne les analyses chimiques, différentes molécules ont été détectees et identifiees,
mais pour valider ces résultats, il aurait fallu analyser des étalons de ces substances, qui n’étaient
malheureusement pas disponible lors de ces travaux. La composition chimique des extraits est donc
encore trés incertaine. Il est également pratiquement impossible de déterminer la ou les substances
qui sont responsables des activités biologiques observées puisque c’est un mélange complexe qui
a été testé. Plusieurs substances pourraient étre actives, sans compter le fait que des synergies
pourraient augmenter les activités biologiques des substances individuelles.
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CONCLUSION

Ce projet suggére que les limaces possédent des métabolites secondaires ayant un effet anti-
appétant envers certains prédateurs forestiers ainsi qu’un effet phéromonal, mais que ces effets
different selon le genre de limace. Ce projet n’a pas permis d’identifier les causes et conséquences
de ces différences, mais d’un point de vue des invasions biologiques, il serait important de réaliser
des expériences supplémentaires afin de vérifier le réle potentiel des métaboliques secondaires
dans le succes d’invasion des especes introduites. En effet, les mécanismes sous-jacents au succes
d’envahissement d’Arion sont encore peu connus, et les résultats de ce projet suggerent que les

métabolites secondaires pourraient jouer un réle via un effet phéromonal.

La caractérisation chimique des extraits de limaces a été réalisée par spectrométrie de masse a haute
résolution et en tandem (MS/MS), avec une déréplication effectuée avec les outils du « Global
Natural Products Social Molecular Networking », ou GNPS. Dans ce projet, plusieurs molécules,
certaines communes aux deux genres, d’autres spécifiques a un seul genre, ont pu étre identifiées
dans leurs extraits. Cette approche a permis d’obtenir des propositions de substances, mais d’autres
travaux sont encore nécessaires pour valider leur identité. Parmi les composeés identifiés, plusieurs
font partie du métabolisme primaire comme par exemple des lipides. Néanmoins, plusieurs
molécules issues du métabolisme secondaire ont pu étre identifiées dont certaines sont présentes
uniquement chez les plantes. Quant a leur réle par rapport aux activités biologiques décrites dans

ce travail de recherche, d’autres travaux sont nécessaires pour les déterminer.
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