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DEDICACE

A
La famille FOKAM



AVANT-PROPOS

Il 'y a quelques années, le Professeur Pierre NGASSAM me proposait comme
sujet I’étude des Ciliés Astomes. Sa rigueur scientifique, sa disponibilité sans limite,
ont permis son aboutissement. Je voudrais exprimer le plaisir que j’ai eu a travailler

avec lui et ttmoigner de sa perspicacité dans la direction des travaux.

Ces travaux ont été réalisés au laboratoire de Biologie Géneérale (Unite de
Protistologie) de la Facult¢ des Sciences de I’Universit¢ de Yaoundé I, en
collaboration avec le Laboratoire Microorganismes: Génome et Environnement de
I’Université Blaise Pascal de Clermont-Ferrand Il (France) et le Laboratoire de
Biologie Intégrative de I’Université¢ de Guelph (Ontario, CANADA). Aussi est-ce un
agréable devoir pour moi d’exprimer ma profonde et respectueuse reconnaissance aux
Docteurs Télesphore SIME NGANDO et Genevieve BRICHEUX pour nous avoir
permis de garder un contact effectif avec leur structure de recherche, contact sans
lequel ce travail n’aurait jamais été réalisé sous cette forme.

J’exprime toute ma gratitude a 1’endroit du Professeur Denis H. LYNN et du
Docteur Michaela C. STRUDER-KYPKE du Département de Biologie Intégrative de
I’Université de Guelph d’Ontario CANADA qui m’ont fait bénéficier de leur forte
expérience dans les analyses phylogénétiques.

Il m’est particulierement agréable d’exprimer ma gratitude au Professeur Pierre
de PUYTORAC pour la lecture critique de ce travail et notamment sa contribution
substantielle a la révision systématique de la sous famille des Metaracoelophryinae.

J’adresse mes vifs remerciements a tous les enseignants du laboratoire de
Biologie Générale de la Faculté des Sciences de 1’Université de Yaoundé I et plus
particulierement aux Professeurs, C-F. BILONG BILONG, A. FOMENA, L-A.
TCHUEM TCHUENTE, F. NJIOKOU; le Docteur S. H. ZEBAZE TOGOUET pour

leurs conseils et leurs encouragements constants.

Jexprime toute ma reconnaissance a I’équipe de 1’unité de Protistologie du
laboratoire de Biologie Générale, particulierement a Monsieur NANA Paul Alain,

pour sa collaboration sans faille.
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RESUME

L’étude porte sur la systématique de I’endofaune microbienne des Oligochetes
terricoles Megascolecidae et Glossoscolecidae de la région de Yaoundé et ses
environs, avec un accent particulier sur I’analyse morphologique et génétique des
Ciliés Astomes présents dans leur tractus digestif. Une révision taxonomique de la
famille des Radiophryidae de Puytorac 1972 est menée, avec la description de cing
espéces nouvelles de la sous-famille des Metaracoelophryinae de Puytorac, 1972. Elle
permet de confirmer d’une part, la présence des genres Paracoelophrya et
Dicoelophrya dans le tube digestif des Oligochétes du genre Alma du Cameroun et de
confirmer I’homogénéité de ce groupe d’autre part. La question de la parenté
phylogénétique des Hoplitophryida est exposée. La diversité d’organisation de
I’appareil nucléaire dans le genre Almophrya a été étudiée a travers des observations
sur ses variations morphologiques aprés coloration des spécimens au Diamidino
Phényl Indol (Johnson et al., 1982), au Feulgen ou au carbonate d’argent ammoniacal
(Fernandez Galiano, 1994). Une nouvelle espéce d’Almophrya a vacuoles axiales est
décrite, Almophrya nkoldaensis n. sp., imposant une révision des clés d’identification
des especes au sein de ce genre. Bien plus, le processus de morphogenése de
bipartition chez trois espeéces d’Astomes a été étudié, montrant diverses variantes de
cette division : & c6té de la fission binaire classique chez Eudrilophrya complanata, la
palintomie radiaire et distale chez Buchneriella eupolytoreuti n. sp. a été précisée. De
plus, le processus de la conjugaison a €té exploré chez Eudrilophrya simplex n.sp.
L’analyse des séquences de genes RNA de la petite sous unité ribosomale (SSTRNA)
chez Anoplophrya marylandensis Conklin, 1930 montre I’appartenance de cette espece
d’Astome a la Classe des Oligohymenophora (Affa’a et al., 2004). Cependant, la
séquence de geénes d’une seule espéce est insuffisante pour établir avec certitude, les
relations phylétiques dans un grand groupe. Par conséquent, nous avons obtenu les
séquences de genes SSrRNA de neuf espéces additionnelles distribuées dans six
genres appartenant aux trois ordres de la sous-classe des Astomatia : Hoplitophryida
Cheissin, 1930 em., de Puytorac, 1972 ; Anoplophryida Cépede, 1910 et Haptophryida
Cépede, 1923. Dans le cadre de I’analyse moléculaire, un nouveau genre de
Clausilocolidae de Puytorac in Corliss, 1979 est proposé : Paraclausilocola nov. gen.,

avec deux especes nouvelles : P. elongata n. sp. et P. constricta n. sp. Ce nouveau

XiX




genre est représentatif de 1’ordre des Haptophryida. Le cladogramme obtenu montre
une forte affinité des séquences des nouveaux Astomes étudiés avec celle d’A.
marylandensis Conklin, 1930. La branche de 1’arbre contenant les Astomes est précise
et montre une distance génétique considérable avec les autres sous-classes des
Oligohymenophorea. Cet arbre établit les Astomes comme un clade frere des
Scuticociliés, confirmant 1’hypothése selon laquelle les Astomes forment une sous-
classe monophylétique appartenant a la classe des Oligohymenophora (de Puytorac,
1954 ; Affa’a et al., 2004). Dans la sous-classe des Astomatia, nous observons deux
branches bien distinctes : 1’une avec les genres Anoplophrya, Almophrya et
Metaracoelophrya, la seconde avec les (genres restants: Eudrilophrya,
Metaradiophrya, Paraclausilocola et Njinella. Au regard de ce regroupement, les
attributions ordinales et les assignations des genres aux familles dans les deux
classifications actuelles, celle de de Puytorac (1994) et de Lynn (2008), ne semblent

plus respectées.

Mots clés : Ciliés Astomes, Oligochetes, morphologie, morphogenése de bipartition,

diversité génétique, cladistique, DAPI.
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ABSTRACT

The study deals with the systematic of the microbial endofauna of terricolous
Oligochaeta Megascolecidae and Glossoscolecidae of the area of Yaounde, with a
particular emphasis on the morphological and genetic analysis of Astomatous ciliates
present in their digestive tract. A systematic revision of the family of Radiophryidae de
Puytorac 1972 is carried out, with the description of five new species of the subfamily
of Metaracoelophryinae de Puytorac, 1972. It makes it possible on the one hand, to
confirm the presence of the genera Paracoelophrya and Dicoelophrya in the digestive
tract of Oligochaeta earthworms of the genus Alma of Gabon and Cameroun and to
confirm the homogeneity of this group on the other hand. The question of the
phylogenetic relationship of Hoplitophryida is raised once more. The diversity of
organisation of the nuclear apparatus in the genus Almophrya is studied through
observations on the morphological variations of the nuclear apparatus after staining of
the specimens with Diamidino Phényl Indol (Johnson et al., 1982), Feulgen or the
ammoniacal silver carbonate (Fernandez Galiano, 1994). A new species is described:
Almophrya nkoldensis n. sp. Futher more, the process of the morphogenesis of
bipartition in three species of Astomes was studied; showing various alternatives of
this division, besides traditional binary fission (Eudrilophrya complanata), the radiate
and distal palintomie in Buchneriella eupolytoreuti n.sp.was specified. In addition, the
process of the conjugation was explored in Eudrilophrya simplex n.sp. The analysis of
the RNA gene sequences of small sub unit of ribosomal RNA (SSrRNA) in
Anoplophrya marylandensis places this species of Astomatous Ciliate in the Class
Oligohymenophorea (Affa'a et al., 2004). However, the gene sequence of only one
species is insufficient to establish with confidence the phylogenetic relations in a large
group. Consequently, we obtained sequences SSrRNA the gene of nine additional
species distributed in six genera and the three orders of the subclass Astomatia:
Hoplitophryida Cheissin, 1930 em., de Puytorac, 1972 ; Anoplophryida Cépéde, 1910
et Haptophryida Cépéde, 1923 (1910). A new genus of clausilocolidae de Puytorac in
Corliss, 1979 is proposed: Paraclausilocola nov. gen., with two new species: P.
constricta n. sp and P. elongata n. sp. This new genus is representative of the order

Haptophryidae. The phylogenetic tree obtained shows a strong affinity of the




sequences of new Astomatous Ciliates studied with that of A. marylandensis. The
branch is precise and shows a considerable genetic distance with the other subclasses
of Oligohymenophorea. This tree reveals Astomes like a sister clade of Scuticociliates,
confirming the hypothesis that Astomes form a monophyletic group belonging to the
class of Oligohymenophorea de Puytorac, 1954; Affa’a et al., 2004). In the subclass of
Astomatia, we find two branches quite distinct: one with the genera Anoplophrya,
Almophrya and Metaracoelophrya; the second with the remaining genera:
Eudrilophrya, Metaradiophrya, Paraclausilocola, and Njinella. Taking into
consideration this grouping, ordinal attributions and assignments of the genus to the
families in the two current classifications: that of de Puytorac (1994) and Lynn (2008)

do not seem supported any more.

Key words: Astome Ciliates, Oligochaeta, morphology, morphogenesis, genetic

diversity, cladistics, DAPI.




INTRODUCTION




Au sein des écosystemes ou au sein des communautes, les organismes entretiennent
des relations complexes : prédation, symbiose, commensalisme, parasitisme. Ces relations
peuvent ¢étre issues d’une longue histoire évolutive (coévolution, cospéciation,
cophylogénie) et sont dépendantes des conditions environnementales (écologiques et
anthropiques). La compréhension de la nature, la dynamique et I’évolution de ces
interactions est indispensables a la gestion de problemes épidémiologiques (santé animale,
santé des plantes, santé humaine). Un autre domaine concerne la maitrise des adaptations et
de I’évolution des traits de vie en relation avec les mécanismes génétiques (Berger, 1978).

La compréhension de ces interactions se fait par 1’étude des mécanismes de
résistance, de virulence, de spécificité, des interactions parasitaires, symbiotiques ou
commensales et de leurs supports fonctionnels. Elle fait appel a des disciplines comme la
physiologie, I’immunologie, la biologie évolutive. Ces recherches impliquent le
développement de marqueurs génétiques soumis a la sélection et a 1’usage d’outils du
domaine de la génomique (Berger, 1978).

La systématique permet d’analyser la biodiversité dans sa capacité a distinguer un
organisme d’un autre. L’estimation de cette biodiversité par la description et I'identification
des espeéces est un défi continu. Cette tiche reste d’envergure pour les micro-organismes tels
que les Bactéries, les Champignons et les Eucaryotes unicellulaires. Ceci est
particulierement vrai pour les Protozoaires Ciliés, commensaux du tube digestif
d’Oligochétes impliqués dans la digestion des sols (Brugerolle, 2006). Les apports des
connaissances liées aux avancées techniques ont permis durant ces dernieres décennies, une
évolution significative de I’étude de la faune du tractus digestif des vers Megascolecidae et
Glossocolecidae.

Dans la classe des Oligohymenophora de Puytorac, 1974, les ciliés de la sous classe
Astomatia Schewiakoff, 1896 sont caractérisés essentiellement par 1’absence d’un appareil
buccale. De ce fait, les critéres généralement utilisables pour la systématique se focalisent
sur les caractéristiques du cinétome et sur celles d’un appareil squelettique lorsqu’il est
présent (de Puytorac, 1994).

La diversité des astomes est remarquable en raison de leur présence dans le tube
digestif des Oligochétes essentiellement, mais aussi de quelques Polychétes, Triclades,
Mollusques et Batraciens. De nombreuses donnees ont été acquises sur ce phylum (de
Puytorac & Schrevel, 1965 ; Ngassam, 1983 ; de Puytorac, 1994).




A coté des Anoplophryida Cépéde, 1910 et des Hapotohryida Cépéde, 1920 qui en
sont dépourvus, les Hoplitophryida Cheissin, 1930 em., de Puytorac, 1972 sont porteurs
d’un appareil squelettique au moins présent sur la partie antérieure de la cellule et
aboutissant a une piece en «V ». Dans cet ordre sont incluses les familles des
Hoplitophryidae Cheissin, 1930 em., de Puytorac, 1972, Radiophryidae de Puytorac, 1972,
Contophryidae de Puytorac, 1972, Maupasellidae Cépéde, 1910, Intoshellinidae Cépede,
1910.

Dans la famille des Radiophryidae, aux sous familles Eudrilophryinae, de Puytorac,
1971, Radiophryinae Rossolimo, 1929 emend de Puytorac, 1972, Anthonyellinae de
Puytorac, 1972, Metaradiophryinae de Puytorac, 1972, Durchoniellinae de Puytorac, 1972,
Acanthodiophryinae de Puytorac, 1972, de Puytorac (1972) a ajouté celle des
Metaracoelophryinae.

Cette sous famille des Metaracoelophryinae est caractérisée par un cytosquelette
antérieur formé d’un élément en « V » porteur d’un crochet plus ou moins marqué et, sur la
face inférieure de la cellule, de fibres squelettiques. Ces derniéres s’épaississent sur une
partie de leur parcours, en des arceaux qui renforcent les armatures d’une gouttiere plus ou
moins longue. La ligne antérieure de suture des cinéties se prolonge en deux systémes
sécants. Une aire thigmotactique antérieure peut étre présente. Il y a deux a plusieurs
systémes sécants postérieurs. 4 genres ont été décrits : Metaracoelophrya de Puytorac &
Dragesco, 1968, Paracoelopryade Puytorac, 1969, Coelophrya de Puytorac & Dragesco,
1969, Dicoelophrya de Puytorac & Dragesco, 1969.

Nous avons repris 1’étude des représentants de la sous famille Metaracoelophryinae
en examinant le tube digestif des vers Glossoscolecidae Alma emini et A. nilotica, récoltés
dans 3 stations de la région du Centre : Ebebda, Nkolbikobo et Nkolda.

La phylogénie permet de tester de nombreuses hypothéses en utilisant les méthodes
de I’analyse comparative, par exemple I’identification des facteurs clés de la diversification,
scénarios d’évolution des adaptations et de co-speciation (Yi et al., 2008).

Les premieres analyses phylogeénétiques cladistiques chez les Ciliés (Fauré-Fremiet,
1950 ; Corliss, 1961, 1979b ; Jankowski, 1975 ; de Puytorac et al., 1974 ; 1993 ; Lynn,
1976, 1979a, 1981) ont été effectuées a partir des caracteres morphologiques et
ultrastructuraux. Parallélement, un autre type de caractére s’est distingué : le caractere

moléculaire, c'est-a-dire I'analyse des séquences des macromolécules comme les protéines,

-



I'ADN (Katz, 2001 ; Katz et al., 2004 ; 2005 ; 2006) ou I'ARN (Lynn et al., 2002 ; 2005 ;
2006).

L’importance des investigations a ces deux niveaux d’analyses: morphologique et/ ou
ultrastructural d’une part, et des séquences de génes d’autre part, réside dans la convergence
des révisions de classifications au sein de la sous-classe des Astomatia dans de Puytorac et
al. (1994) proposent 11 classes alors que Lynn et Small (1997et 2002) en proposent 10.
Neuf de ces classes sont pratiquement équivalentes dans ces deux systemes de
classification. Ceci montre dans la plupart des groupes de Ciliés étudies, que les traits
morphologiques ont probablement un déterminisme génétique.

Dans le champ de la protozoologie, la technique de la PCR (Polymerase Chain
Reaction) a éte utilisée avec succes pour la systématique des Ciliés. Nous pouvons citer les
travaux de Kusch et Heckmann (1996), Stoeck et Schmidt (1998), Lynn et al. (1999), Chen
et al. (2000), Chen et Song (2002), Affa’a et al. (2004), Zufall et al. (2006), Katz et al.
(2006) et Strider-Kypke et al. (2006). Cependant, en prélude a ces méthodes de la biologie
moléculaire, 1’utilisation des techniques immunohistochimiques a permis une détermination
de base des protozoaires sur le plan de leur organisation structurale et ultrastructurale. De
nombreux travaux utilisant cette derniére technique ont été menés pour les Flagellés
symbiotes des termites (Brugerolle et Bordereau, 2004 ; Brugerolle, 2006 ; Brugerolle et
Radek, 2006).

De nos jours, les analyses moléculaires sur le vaste groupe de Ciliés Astomes sont
rares. C’est dans I’optique de combler cette lacune que nous nous proposons d’utiliser des
marqueurs appropriés en vue d’étudier la diversité des populations de Ciliés Astomes sur le
plan génétique, en comparant leurs séquences de génes ARNr de la petite sous-unité
ribosomale.

L’objectif général de ce travail est ’analyse taxonomique de la diversité des Ciliés
Astomes endocommensaux du tractus digestif des Oligochetes terricoles de la région de
Yaoundé et ses environs. Le but étant de préciser la position systématique de cette de Sous-
classe regroupant les Ciliés dépourvus de boucheau sein de la classe des
Oligohymenophora.

Cinq objectifs spécifiques se dégagent :

- etudier la diversité morpho-anatomique ou cytologique a travers les genres

représentatifs de la famille des Radiophryidae, avec un accent particulier sur la
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topographie du cytosquelette. Cette étude sera faite dans la perspective d’utiliser un
caractére morphologique pour inférer la phylogénie.

¢tudier les différentes modalités de la division chez les Astomes. L’intérét €tant le
suivi de la formation et de la mise en place des structures cellulaires.

Etudier les variations morphologiques de D’appareil nucléaire dans le genre
Almophrya a partir de 1’échantillonnage des Oligochétes Glossoscolecidae du genre
Alma récoltés dans deux localités du Centre (Ebebda, Nkolda). Le but étant de savoir
si la différence d’aire de répartition impacte cette variabilité.

séquencer les génes (ARN) de la petite sous unité ribosomal d'un nombre d’especes
représentatives de la sous-classe des Astomatia, dans la perspective d’établir les
relations phylétiques dans ce groupe et de savoir a quelle sous classe il faut les

rattacher au sein des Oligohymenophora.
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CHAPITRE I :
REVUE DE LA LITTERATURE
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I - 1 - Données générales sur les Ciliés

Les Ciliés constituent un groupe monophylétique dont la forte diversité fascine les
protistologues depuis les premiéres observations microscopiques de Leeuwenhoek (1674). I
existe plus de 8000 espéces de Ciliés dont les deux tiers ménent une vie libre et le reste est
soit parasite, symbiotique, commensal, ou mutualiste (Lynn, 2008).

Les formes libres peuvent étre rencontrées partout dans le monde (Finlay et al.,
1998), pratiquement dans tous les habitats ou 1’eau peut s’accumuler. Les Ciliés sont
communs aux sédiments ou au benthos des habitats marins et des eaux douces (Finlay et
al., 1998), dans le plancton marin (Pierce et Turner, 1992), les eaux douces (Fenchel, 1987)
et dans les sols (Foissner, 1987). lls sont méme retrouvés dans des environnements aux
conditions extrémes tels que les sources chaudes et les courants de glace de I’ Arctique et de
I’ Antarctique. Les Ciliés se trouvent au sommet du réseau trophique microbien : ils se
nourrissent de bactéries, de flagellés et du phytoplancton. Ils sont a leur tour consommés par
le zooplancton, les méduses et les petits poissons. Ils participent ainsi au transfert d’énergie
a travers des chaines trophiques aquatiques.

Les assemblages uniques de formes commensales sont trouvés dans les microhabitats
aussi divers que l'intestin des vers, d'oursins et les ferments digestifs de 1’estomac des
ruminants.

Les mutualistes ne sont pas trés communs: certains nyctothéeres, qui a leur tour
hébergent des bactéries méthanogenes vivent dans le tractus digestif des cafards dont le
développement est favorisé par la présence de ces Ciliés porteurs de méthanogénes. Les
Ciliés parasites par exemple Ichthyophthirius se déplace dans I'épithélium de la peau et les
branchies de poissons et cause la maladie dite des taches blanches alors que Balantidium
peut envahir I'épithélium intestinal des cochons et des étres humains (Lynn et Small, 1989 ;
Lynn et Small, 2002).

I -1-1- Description et caractérisation sommaire des Ciliés
I-1-1-1- Morphologie des Cilies
Les Ciliés ont trois caractéristiques essentielles :

1- lls présentent un dimorphisme nucléaire, c'est-a-dire qu’ils ont deux types

différents de noyaux dans leur cytoplasme ;
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- le macronoyau qui a une activité transcriptionnelle car synthétise 1’acide
ribonucléique messager (ARNm) qui contrdle les fonctions cellulaires. Le
macronoyau contient typiquement plusieurs copies du génome du Cilié
qui est habituellement hautement modifi¢ lorsqu’il se développe a partir
du micronoyau lors de la conjugaison.

- le micronoyau qui est un noyau diploide typique des Protistes. Il
fonctionne comme le génome : acide désoxyribonucléique (ADN) pour
chaque espéce, et subit la méiose pendant la conjugaison.

2- La conjugaison est le second trait distinctif des ciliés. C’est la fusion temporaire
de deux individus pendant laquelle les deux partenaires échangent les noyaux
gamétiques qui sont les produits de la meéiose des micronoyaux de chaque
partenaire (Lynn, 2008).

3- Les Ciliés sont typiquement revétus de cils pendant au moins un stade de leur
cycle de développement. Chez certaines espéces, cette ciliature couvre
entierement la cellule ; chez d’autres, les cils forment des organelles ciliaires.
Chez quelques espéces sessiles, ces éléments se réduisent a la région orale et au
corps (cils somatiques) quand les ciliés se dispersent, alors que chez d'autres
especes sessiles, telles que les Suctorians, les cils sont absents a tous les stades
sauf pendant les stades de dispersion.

Ainsi, si un protiste présente ces trois caractéristiques (dimorphisme nucléaire,

conjugaison, possession de cils), alors il s’agit d’un Cilie.
I -1-1-2- Cycle de développement des Ciliés

Les ciliés ont un cycle de développement qui varie en fonction des stratégies
adaptatives des espéces. Le cycle typique des Ciliés a trois phases majeures :

- la croissance et la reproduction : si les conditions sont favorables, les Ciliés se nourrissent,

se développent et se reproduisent. Cette reproduction se fait surtout par fission binaire
transversale mais rarement longitudinale (cytocinese et cytodiérese) avec mitose du

micronoyau et bipartition du macronoyau (Ratkov, 1996).

- la_conjugaison : trés souvent, lorsque les éléments nutritifs deviennent limites, le signal

pour que les Ciliés deviennent sexuellement actifs est donné et ces derniers entrent en phase




de conjugaison de leur cycle de développement. Certains généticiens des Ciliés ont su tirer
avantage de ce processus pour induire et explorer les processus sexuels en laboratoire.

- I’enkystement et la germination : les Ciliés peuvent subir I’enkystement, en formant une

membrane épaisse, sorte de mur protecteur autour de la cellule, qui empéche la dessiccation.

Les spores peuvent germer dés lors que les conditions redeviennent favorables (Fig. 1a).

(a) Croissance
et

reproduction '
/

Germination

‘Enkystement %

Théronte

Phoronte

Figure 1: Cycles de développement des Protozoaires Ciliés (d’aprés Lynn et Small, 1989 et 2002)
(a) : enkystement-germination, croissance et reproduction, conjuguaison ; (b) croissance et

reproduction ; (c) : parasitisme.




Il existe plusieurs variations de ce cycle de base (Corliss, 1979 b). Deux types
intéressants sont décrits chez Tetrahymena patula et Ichthyophtirius multifilis Tetrahymena
patula de petite taille (microstome) peut se développer en macrostome avec un
élargissement de la bouche lorsque les proies de petite taille disparaissent et que celles de
grande taille abondent (Fig. 1b). lls peuvent méme devenir cannibales et se dévorer entre
eux.

Ichthyophtirius multifilis est un parasite de 1’épithélium des poissons. Les spécimens
de petite taille sont des chasseurs (thérontes). lls cherchent un poisson et se loge sous sa
peau ou, ingerant fluide et cellules, se développent en cellules de grande taille (trophontes).
Ces derniers quittent le poisson et tombent au fond de 1’eau, deviennent des tomontes qui

subissent plusieurs divisions, libérant parfois chacune plus de 1000 tomites (Fig. 1c).

I -1-2- Evolution de la systématique et classifications proposees

La systématique ou étude scientifique des genres, de la diversité des organismes et de
tous les types de relations entre eux, peut étre considérée comme une discipline de base en
biologie (Simpson, 1961). Entre autres, les systématiciens sont intéressés par des modeles
inconnus de variation dans les populations naturelles, les mécanismes de spéciation et
I’histoire phylogénétique des organismes. Ils sont aussi impliqués dans 1’établissement des
systemes de classifications les plus significatives reflétant au mieux les mécanismes
évolutifs et leur histoire. La systématique des Ciliés n’est pas en reste dans cette logique.

Diverses approches de la systématique des Ciliés ont fait 1’objet de nombreuses
études (Berger, 1978 ; Corliss, 1974a, 1976 ; Gates, 1978a). Les approches philosophique et
méthodologique de cette diversité nous ont aidés pendant ces derniéres années, a une
compréhension compléte de 1’histoire évolutive dans le Phylum Ciliophora Doflein, 1901.
L’historique de la systématique des Ciliés est 1’histoire d’une science a I’origine consacrée a
la comparaison des genres représentatifs des grandes lignées ou unités taxonomiques. Cet
historique a été fait par Corliss (1974) ; Corliss et al., (1986) qui considerent que cette
discipline a débuté avec la publication entre 1887 et 1889 des travaux majeurs de Butschli

sur les Protozoaires.
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Ces travaux marquent la période des découvertes (1880-1930), pendant laquelle les
Ciliés sont étudiés a la lumiere de la microscopie photonique et classés initialement sur la
base des caracteéristiques des infraciliatures buccale et somatique.

Les techniques d’étude cytologiques étaient basées sur les imprégnations et
I’observation des Ciliés. Leur maitrise était des facteurs limitants pour des descriptions
morphologiques précises. Cependant, les innovations des techniques d’imprégnations
argentiques de Klein (1926) Chatton et Lwof (1930, 1935b), et Gelei et Horvath (1931) ont
été les principales techniques qui ont caractérisé la seconde peériode majeure : I’age
d’exploitation (1924-1950).

Kahl (1930 et 1935) a produit des travaux taxonomiques de poids, avec la description
de plus de 3000 especes pour cette période. Malgre les implications de la microscopie et
I’'usage des techniques de coloration argentique, les taxonomistes n'ont pas su apprecier leur
pertinence jusqu'a ce qu’un ensemble de données descriptives soient accumulees.

Pendant la troisieme période majeure : « I’age de Pinfraciliature » (1933-1950), le
nombre d’especes décrites a doublé. Les classifications bien que différentes n’étaient pas
plus complexes que les schémas de classification de la période des découvertes. Elles sont
basées sur la connaissance de 1’infraciliature qui est I’assemblage total des cinétosomes tant
oraux que somatiques et leurs structures fibrillaires associées (Pitelka, 1969 ; Corliss,
1979b). La classification reposant sur les caractéres infraciliaires et morphogénétiques a été
présentée par Chatton et Lwoff (1930 ; 1935b). Faurée-Fremiet (1950 a) a présenté une
classification qui a été amendée par Corliss (1956 et 1961). Cette révision montre 15 ordres

répartis dans deux sous-classes et réunis dans un sous-phylum Ciliophora (tableau I).
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Tableau I: Classification sommaire du sous phylum des Ciliophora Doflein, 1901 selon Corliss, 1961.
(L’ordre d’intérét est encadré).

Ciliophora Doflein, 1901

Classe Ciliata

Sous-classe 1. Holotricha
Ordre 1. Gymnostomatida
Ordre 2. Trichostomatida
Ordre 3. Chonotrchida
Ordre 4. Suctorida
Ordre 5. Apostomatida
Ordre 6. Astomatida

Ordre 7. Hymenostomatida

Ordre 8. Thigmotrichina
Ordre 9. Peritrichina

Sous-classe I1. Heterotricha
Ordre 1. Heterotrichida
Ordre 2. Oligotrichida
Ordre 3. Tintinnida
Ordre 4. Entodiniomorphida
Ordre 5. Odontostomatida
Ordre 6. Hypotrichida

La quatrieme période majeure, I’Age de I’ultrastructure (1963-1985), débute avec
une analyse précise de I’ultrastructure des protozoaires ou Pitelka (1963), introduit la
microscopie ¢électronique comme technique moderne d’étude des Ciliés. Bien que juste une
faible fraction des 8000 especes décrites est examinée en utilisant la microscopie
électronique, son impact est substantiel (Corliss, 1979a). L’examen de I’infraciliature en
microscopie électronique de quelques genres représentatifs a démontré un certain nombre de
modeéles d'arrangements fibrillaires associés aux cinétosomes (Lynn, 1991). Ces
assemblages appelés cinéties ont actuellement permis la caractérisation des groupes
monophylétiques majeurs. La classification selon Corliss (1979) montre un progres trés net
dans I’inventaire faunistique des ciliés et organise le phylum des Ciliophora en trois classes

subdivisées en 22 ordres (tableau I1).
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Tableau IlI: Classification sommaire du phylum des Ciliophora selon Corliss, 1979. (La classe d’intérét
est encadrée)

Phylum des Ciliophora Doflein, 1901

Classe I. Kinetophragminophora

Sous classe (1) Gymnostomata
Ordre 1. Primociliata
Ordre 2. Karyorelictida
Ordre 3. Prostomatida
Ordre 4. Haptorida
Ordre 5. Pleurostomatida
Sous classe (2) Vestibulifera
Ordre 1. Trichostomatida
Ordre 2. Entodiniomorphida
Ordre 3. Colpodida
Sous classe (3) Hypostomata
Ordre 1. Synhymeniida
Ordre 2. Nassulida
Ordre 3. Cyrtophorida
Ordre 4. Chonotrichida
Ordre 5. Rhynchodida
Ordre 6. Apostomatida
Sous classe (4) Suctoria
Ordre 1. Suctorida

Classe Il. Oligohymenophora
Sous classe (1) Hymenostomata
Ordre 1. Hymenostomatida
Ordre 2. Scuticociliata
Ordre 3. Astomatida
Sous classe (2) Peritricha
Ordre 1. Peritrichida

Classe I11. Polyhymenophora

Ordre 1. Heterotrichida
Ordre 2. Odontostomatida
Ordre 3. Oligotrichida
Ordre 4. Hypotrichida
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Les lignées phylogénétiques majeures ont éte reconnues principalement par les
similarités dans la disposition globale des structures de la région orale avec secondairement
des informations fournies par les structures somatiques et nucléaires (Corliss, 1974 ; de
Puytorac et al., 1984). C’est ainsi que des noms tels que Spirotriches, Hymenostomes,

Astomes dérivent des caractéristiques en rapport avec la structure buccale.

La période actuelle (1985 a nos jours) peut étre considérée comme «I’Age de
raffinement » (Greenwood et al., 1991b). Du moment ou la plupart des lignées ont été
établies, les interrelations entre elles et les lignées aberrantes existantes demeurent a
explorer. Ceci nécessite 1’usage des techniques informatiques pour 1’analyse des traits
morphologiques (Corliss, 1994 ; Lipscomb et Riordan, 1990 ; Lynn, 1979 a, 1979 b ; de
Puytorac et al., 1994) et les séquences des acides nucléiques (Baroin et al., 1988 ;
Greenwood et al., 1991a ; 1991b ; Lynn et Sogin, 1988 ; Schlegel et al., 1988, 1991). Avec
des techniques telles que la PCR «Polymerase Chain Reaction », il sera possible
d’accumuler trés rapidement, des données des séquences permettant de tester la validité des
classifications existantes.

Il existe a ce jour, deux schémas compétitifs pour la classification du Phylum
Ciliophora Doflein, 1901, celle de Puytorac (1994), basée pour I’essentiel sur les
caractéristiques morphométriques (annexe 1A) et celle de Lynn (2008) qui s’appuie sur la

combinaison des analyses cladistiques et phénétiques (annexe 1B).

| - 2 - Evolution de la méthodologie

L’identification des especes de Ciliés et 1’étude des variations intra et
interpopulationnelles sont le but premier de leur systématique depuis 1’époque de leurs
premiéres observations (Sonneborn, 1939). A partir de 1939, la reconnaissance des especes
cryptiques, c'est-a-dire celles qui sont morphologiquement semblables mais génétiqguement
différentes, souléve des problémes pour une identification précise. Malgreé cette difficulté,
les morpho-taxonomistes continuent a décrire des espéces nouvelles en s’appuyant sur le
fait qu’une nouvelle morphologie, différente de celle de toutes les especes préalablement

connues, pourrait étre suffisante pour la validité de la nouvelle espece.
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Aujourd’hui, une gamme d'approches et une diversité de techniques rendent possible
les descriptions des variations intra et interpopulationnelles et permettent d’analyser ces
variations par des procédures objectives afin d’arriver a des conclusions fiables.

Les approches méthodologiques d’études sont abordées a deux niveaux d’analyse :
au niveau spécifique et au niveau supra-spécifique.

I -2-1- Niveau de I’espéce

Curds (1985) note que les Ciliés constituent un groupe taxonomiquement difficile a
examiner pour deux raisons essentielles. D’une part, la découverte d'espéces cryptiques
(Sonneborn, 1937et 1938), dont la nature méme présente un probléme pour 1’identification.
D’autre part, il n’y a pas eu une tradition taxonomique rigoureuse en protozoologie, ou les
types et les paratypes de matériels biologiques sont déposés dans les muséums. De plus, il
n’existe que quelques clés d’identification définitives de genres et d’espéces.

Depuis plus de vingt ans, de plus en plus de taxonomistes déposent les types dans les
museums avec des clés d’identification des genres et d’especes (Curds, 1975a ; Small et
Lynn, 1985). Cependant, les techniques et les approches d’identification des espéces restent
diverses.

L’étude des variations au niveau de I'espece implique classiquement les mensurations
des spécimens imprégnes par diverses techniques de coloration. Depuis 1930, ces
techniques sont généralement des imprégnations argentiques. Avec 1’avénement du
traitement informatique des données, un grand nombre de caracteres peut étre mesuré et
compar¢ entre les populations, utilisant différents types d’analyses statistiques. Finalement,
les caractéres biochimiques ont été examinés utilisant le polymorphisme des isoenzymes et

les caractéristiques des acides nucléiques.

I -2-1-1- Morphométrie

Sur le plan statistique, pour savoir si les différences morphologiques entre les
populations sont significatives, il faut mesurer et comparer autant de caracteres que
possible. Berger (1965) était le premier a fournir une description morphométrique détaillée
des populations d’Euplotes sp. et a utiliser les statistiques pour analyser cette variation. Il a
conclu que les populations du tractus digestif de différentes espéces d’Echinoides ne
variaient pas les unes des autres, indiquant que les microenvironnements de chaque espece

d’hote, offraient les mémes conditions de développement et de croissance. Lynn et Berger




(1972 et 1973) produisent d’autres publications sur les variations morphométriques des
Echinoides endocommensaux, Plagiopyella sp. et Thyophylax sp., utilisant des techniques
statistiques. lls montrent des corrélations significatives entre beaucoup de caractéristiques
morphologiques et enregistrent des différences entre les différentes populations provenant
des hotes différents d’urchinidaes méme si les causes de ces différences n’étaient pas
déterminées. Les taxonomistes continuent de fournir des caractéristiques biométriques
détaillées des especes (Berger et Foissner 1987, 1989a et b ; Wirnsberger et al., 1986),
permettant des comparaisons subséquentes d’espéces nouvelles par d’autres auteurs.

Les ¢études sur des spécimens colorés a 1’aide des imprégnations argentiques
démontrent 1’utilit¢é et la précision soutenue par l'approche morphologique pour la
systématique des Ciliés. Il faut cependant noter que les especes cryptiques ne peuvent pas

étre identifiées efficacement par des analyses morphométriques.

I -2-1-2-Génétique

Deux populations sont considérées comme appartenant a des especes différentes, si
leur évolution aboutit a une isolation reproductive. Les croisements entre ces populations ne
peuvent plus produire une descendance fertile ou viable. C’est ce qui pose les bases du
concept biologique de I’espéce (Mayr, 1942).

Sonneborn (1937 ; 1938 et 1939) établit que les ciliés peuvent aussi étre considérés
comme des espéces biologiques en démontrant le phénomeéne de conjugaison chez des
populations cryptiques de Paramecium aurelia.

Eliott et Nanney (1952) redécrivent la conjugaison chez Tetrahymena sp. alors que
Gruchy (1955) est le premier a documenter sur les systémes de croisement type et la
distribution d’espéces d’ancétre commun pour le complexe Tetrahymena pyriformis.

En préparant les Ciliés pour la conjugaison (par privation de nourriture), les
appariements peuvent étre stimulés expérimentalement et les especes connues utilisées
comme témoins pour identifier les espéces non connues. De nouvelles especes de
Tetrahymena sp. (Simon et al., 1985) et Paramecium sp. (Aufderheide et al., 1983) ont éte
identifiées de cette maniere. De nouveaux complexes spécifiques ont été aussi découverts
chez les Euplotes sp. (Dini et Giani, 1985 ; Genermont et al., 1976, 1985 ; Heckmann, 1963,

Luporini et Dini, 1977). De plus, des variétés d’études utilisant cette approche pour dresser
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la distribution géographique des espéces, ont été utilisées pour les espéces du complexe
Paramecium aurelia (Komala et Przybos, 1990 ; Przybos, 1993, 1995).

L’approche génétique, malgré sa grande rigueur, est celle qui est recommandée
comme contrainte technique de référence et prérequis nécessaire pour l'identification des
especes. La plupart d’espéces morphologiques seraient en fait, des groupes d’especes
cryptiques (Curds, 1985). Si c’est le cas, alors, le probléme de 1’identification des espéces
reste posé.

Les espéces cryptiques peuvent actuellement étre identifiées au moyen des
techniques biochimiques (isoenzymes) et moléculaires (séquences de nucléotides ou de

protéines).
I-2-1-3-Lesisoenzymes

Les isoenzymes sont des protéines enzymatiques présentant des différences
structurales mais ayant la méme fonction enzymatique. Ces différences structurales se
traduisent par des vitesses de migration variables sur un gel électrophorétique permettant
I’identification des différentes formes ou alleles. Les résultats des études isoenzymatiques
ont permis a Sonneborn (1975) de reconnaitre les lignées de Paramecium aurelia.

Les isoenzymes mitochondriales et cytoplasmiques pourraient fournir un moyen
pratique pour distinguer les entirés morphologiquement semblables (Tait, 1970 ; Allen et
al., 1971 ; Allen et al., 1973 ; Allen et Gibson, 1971).

Allen et al. (1983a et b) ont continué cette approche, et ont démontré aussi son utilité
pour l'identification des échantillons de Paramecium jenningsi, P. multinucleatum sp. et P.
caudatum. Dans la méme optique, Allen et Weremuik (1971) démontrent pour la premiére
fois I’existence d’isoenzymes chez les espéces de Tetrahymena sp.

Cette approche a aussi été appliquée avec succes pour les Hypotriches et les
Stichotriches. Différentes espéces d’Hypotriches comme les Euplotes par exemple ont été
caractérisées par différents systéemes d’isoenzymes (Machelon et Demar, 1984 ; Valbonesi
et al., 1985) utilisés par Schlegel et al. (1988), dans des analyses pour montrer qu’elles sont
des marqueurs efficaces pour l’identification des espéces. Ammerman et al. (1989);
Steinbrick et Schlegel (1983) ont démontré cette méme efficacité pour les espéces de

Stichotriches, du genre Stylonychia. Le fait remarquable dans 1’étude des Ciliés est que la
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diversité genétique entre les espéces est tres grande et indique une évolution moléculaire

rapide des locus de ces enzymes.

I -2-1-4-Séquences des acides nucléiques

De nombreuses études ont été menées pour examiner la diversité des acides
nucléiques dans le genre Tetrahymena par exemple, Allen et Li (1974) utilisent
I’hybridation DNA-DNA pour examiner la diversité moléculaire dans ce genre, avec
Tetrahymena thermophila comme espéce de référence standard.

Sogin et al. (1986 a) ont comparé les séquences d’ARN de la petite sous unité
ribosomale (SSrRNA) des espéces de Tetrahymena sp. et n’ont enregistré aucune différence
entre certaines especes et parfois jusqu’a 33 différences entre d’autres. Brunk et al. (1990)
ont comparé les séquences des histones des régions H311/H411 du génome. Dans ces deux
études sus cités, les arbres phylogénétiques obtenus sont comparables et pratiqguement
superposables a ceux obtenus par des analyses isoenzymatiques. Utilisant Glaucoma
chattoni comme groupe externe (out-group), Brunk et al. (1990) montrent que Tetrahymena
est un groupe monophylétique. Par ailleurs, ’analyse des séquences partielles dérivant
d’une portion d’ARN de la grande sous-unité ribosomale (LSrRNA) suggere que
Tetrahymena n’est pas un groupe monophylétique (Preparata et al., 1989). Cette conclusion,
en opposition avec les résultats obtenus avec les SsrRNA et les régions histoniques
s’expliquerait par 1’utilisation de séquences particlles dans cette étude.

L’analyse de la diversité des séquences de génes est rare dans les autres groupes de
Ciliés. Ammerman et al. (1989) ont montré que le DNA macronucléaire de Stylonychia
lemnae récolté partout dans le monde avait des séquences similaires et ne présentait des
différences que par son degré d’amplification au cours du développement du macronoyau.
Est - ce que cette similarité des séquences est maintenue si des genes specifiques sont
séquences ?

La diversité moléculaire est plus intéressante lorsqu’elle est soutenue par les
regroupements morphologiques sur la base de la ressemblance entre les espéces. Ceci
suggere la forte selection stabilisatrice pour une forme particuliére du corps, malgré les
diverses voies moléculaires que la forme peut regrouper (Nanney, 1984, 1985 ; Nanney et
al., 1998). Les données sur Tetrahymena sp. qui est le plus grand ensemble de Ciliés

suggerent qu’une forte sélection stabilisatrice conserve les formes des organismes chez les
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ces organisme pendant que I'évolution moléculaire se fait a des niveaux inférieurs de
I'organisation biologique.

Les études sur la diversité¢ des séquences dans une espece et entre les especes d’un
méme genre sont rares chez les Ciliés. De ce fait, il est trop tot pour généraliser I’allure de

I’évolution au sein des lignées de Ciliés.
I - 2 -2 - Niveau supraspécifique

L’histoire de la systématique des Ciliés est celle d’une science originellement dirigée
vers les comparaisons des genres représentatifs des grandes lignées phylogénétiques ou
unités taxonomiques.

A T’heure ou les séquences de nucléotides des genres représentatifs sont utilisées pour

tester les différents schémas de classification proposes, la stratégie reste inchangee.

| -2-2-1- Structure morphostatique

De maniére classique, la morphologie des Ciliés est étudiée par la microscopie sur
des cellules vivantes ou sur des spécimens fixés et imprégnés. Corliss (1961, 1974 et 1979b)
a fourni une analyse détaillée de cette approche, cest-a-dire que les lignées phylogénétiques
majeures sont reconnues par des analogies dans l’organisation et la disposition des
structures de la région buccale, avec des informations secondaires fournies par les structures
somatiques et nucléaires. Les noms Spirotriches, Hyménostomes et Astomes, par exemple,
dénotent de traits oraux considérables.

Depuis la fin des années 1960 et le début des années 1970, la microscopie
électronique a fourni des caracteres supplémentaires pour déterminer les relations entre les
espéces, incluant les détails des extrusomes (Hausmann, 1978) et la nature spécifique des
cinéties somatiques et buccales (Corliss, 1979 a; Grain, 1969 ; Grain et al., 1976 ; de
Puytorac et Grain, 1976).

Lynn (1976, 1979a et 1981) pense que les traits somatiques sont généralement plus
stables sur le plan de I’évolution que les caractéristiques buccales, et devraient former les

bases fondamentales pour établir des relations phylétiques.

I -2-2-2-Séquences des acides nucléiques
Les grandes différences morphologiques apparentes entre les taxa supérieurs de

Ciliés en microscopie optique et électronique traduisent que relativement peu de caractéres




sont disponibles pour les réunir en de grands assemblages. Il est présumé que les genes
qu’ils partagent fourniront des données que la morphologie ne peut révéler. Cette
présomption souligne ’intérét de ’analyse des séquences d’acides nucléiques des genes a
ces niveaux taxonomiques.

Les premiers travaux ont utilis¢ les séquences d’ARN ribosomal 5S et 5,8S (rRNA)
pour examiner la phylogénie des protistes (Krishnan et al., 1990 ; Kumazaki et al., 1983 ;
Walker, 1985) et les rapports au sein des genres de Tetrahymenidae (Van Bell, 1985). A
cause du nombre limité de taxa et les informations encore plus limitées sur ces petites
molécules de 120 a 160 nucléotides de longueur, de multiples branches de 1’arbre
phylogénétique étaient communes (Kumazi et al., 1983 ; Walker, 1985) et il n’y avait
habituellement pas de nucléotides permettant les diagnoses des taxons présumés apparentés
(Van Bell, 1985).

En gros, plus d’informations ont été obtenues par le séquencage des SsSrRNA (small
subunit of ribosomal RNA) et des LSrRNA (larg subunit of ribosomal RNA), utilisant soit
les genes clonés (Elwood et al., 1985 ; Sogin et Elwood, 1986 ; Sogin et al., 1986b), soit des
transcrits (Baroin et al., 1988 ; Fleury et al., 1992 ; Lynn et Sogin, 1988 ; Nanney et al.,
19893, 1989b ; Preparata et al., 1989).

L’utilisation de la PCR (Medlin et al., 1988 ; Mullis, 1990) a fourni une alternative
rapide au clonage, ce qui a permis le séquengage d’une proportion importante de SsrRNA,
en utilisant des échantillons avec trés peu de Ciliés (Schegel et al., 1991).

Greenwood et al. (1991a et 1991b) et Leipe et al. (1994), ont utilisé cette approche,
étendant les analyses a deux douzaines de genres de Ciliés représentant les classes majeures.
Les principales lignées dans 1’évolution des Ciliés ont ainsi été confirmées. Les recherches
futures, utilisant ces techniques promettent de déterminer le degré de confiance qui peut étre
placé dans des phylogénies établies en utilisant les traits morphologiques et

morphogeénétiques.

I - 3 - Phylogénie moléculaire
I - 3-1- Quelques données generales sur la phylogénie

Depuis la seconde moitié du XX° siécle, la classification traditionnelle s'est vue de
plus en plus remplacée par la classification phylogénétique, qui est uniqguement basée sur le

modeéle évolutif et la notion d'ascendance commune (ou phylogénie). Les taxons sont
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désormais obtenus par la méthode cladistique. Cette nouvelle classification ne valide que
des groupes monophylétiques (ceux qui incluent un ancétre et tous ses descendants) et
permet de mieux visualiser les embranchements du vivant constitués par différenciations

successives au cours du temps.

La hiérarchie qui fixe de catégories (les rangs taxinomiques : espece, genre, famille,
ordre, classe, phylum) est abandonnée au profit d'un systeme de taxons emboités les uns
dans les autres, systeme exprimé par le biais de cladogrammes. Chaque taxon devient ainsi
une ramification de taxons subordonnés entre eux, un clade (Lecointre et Le Guyader,
2001).

La classification traditionnelle en cing regnes (Animal, Végétal, Protistes,
Champignons, bactéries) a été ramenée a 3 clades, les premiers de la classification de

I'ensemble du vivant.

- Les Eubactéries sont des organismes unicellulaires a structure procaryote (leur matériel
génétique n'est pas enfermé dans un noyau). lls possédent une paroi cellulaire constituée
de peptidoglycanes.

- Les Archées sont des organismes unicellulaires a structure procaryote. lls possedent une
paroi cellulaire constituée de lipides spécifiques. D'un point de vue écologique, ce sont
souvent, mais pas toujours, des extrémophiles.

- Les Eucaryotes peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires. Leur matériel génétique
est enfermé dans un noyau délimité par une membrane. lls possédent des mitochondries.
La multiplication cellulaire se fait par mitose ; 'ADN est divisé en chromosomes et ils

présentent une reproduction de type sexuée (Lecointre et al., 1993).

Les premiers travaux de la classification phylogénétique ont d'abord consisté a
corriger les taxons de la classification traditionnelle mais en I'état actuel des choses, elle se

focalise sur la construction de cladogrammes.

| - 3-2 - Position des ciliés dans I’arbre phylogénétique de la vie
Les Cilies sont considérés comme l'apogée de I'évolution des Eucaryotes

unicellulaires (Fig. 2). Ils sont encore 1’un des groupes de Protistes hétérotrophes les plus
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complexes méme si certaines formes sont autotrophes, car ils hébergent des symbiontes

photosyntheétiques dans leur cytoplasme (exemple : Mesodinium, Stentor polymorphus).

Bacteries Archees Eucaryotes
Bactéries
vertes Myxomycétes
Spirochétes filamenteuses Amibes Animaux
Gram Methanosarcina Champignons
i ,_\ Positives | pethanobacterium | Halophiles
Protéobactéries Plantes
bactéri Methanococcus Gilié
anobactéries *
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Diplomonades
Auquifex

Figure 2: Position des Ciliés dans I’arbre phylogénétique de la vie (d’aprés Woese et al., 1990).
I - 3-3- Quelques principes fondamentaux de la phylogénie

La morphologie a été la premiere source d'information pour I'établissement de la
phylogénie. Si elle reste un outil tres puissant pour certains organismes, elle est presque
inutilisable chez d'autres comme les micro-organismes. Actuellement les données
génétiques accessibles chez tous les étres vivants sont incontestablement les plus utilisées.

L'universalité du code génétique a conduit a admettre une origine évolutive commune
a tous les types cellulaires. La phylogénie moléculaire en se basant sur le génome et non
plus seulement sur la morphologie a permis d'accéder aux genes homologues qui existent
méme entre organismes trés distants. Ces genes fournissent un ensemble de caracteres sur

lesquels se fondent les phylogénies moléculaires.

Pour pouvoir comparer entre-eux des organismes et établir leur lien de parenté, on
doit disposer de caractéres homologues, c'est-a-dire hérités d'un ancétre commun qui se
présentent sous des états différents chez ces différentes espéces. Cela n'est possible que chez
des organismes qui ont le méme plan d'organisation. Ainsi chez les vertébrés, il n'est pas
difficile de reconnaitre I'nomologie des grandes parties du squelette et de faire des

hypothéses sur les modifications survenues dans chacune de ces parties, ce qui permet a la
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fois de définir les grands groupes (poissons, oiseaux, amphibiens, mammiferes), de suggérer
I'ordre dans lequel les modifications se sont réalisées, et de retracer ainsi les ordres
d'apparition successive des différents groupes: c'est lI'approche cladistique. Quand ces
caracteres morphologiques n'existent pas, on ne peut qu'identifier des groupes bien
différents les uns des autres, au sein desquels les individus sont clairement apparentés, mais
entre lesquels on ne sait pas déduire les filiations. Ainsi, il est aisé de distinguer un annélide
d'un arthropode ou d'un mollusque ; mais quels sont les deux groupes qui sont les plus
proches entre-eux par rapport au troisieme? Le probleme est plus difficile quand il s'agit de
comparer des Protistes entre-eux, et encore plus difficile pour comparer des Bactéries. Les
Eucaryotes (animaux, plantes et champignons) semblent donc plus accessibles a la

classification que les Procaryotes (Lecointre et al., 1993).

Les génomes des espéces actuelles contiennent des séquences héritées d'un ancétre
commun qui, apres spéciation, ont évolué indépendamment les unes des autres. De telles
séquences sont dites homologues. Au cours du temps, elles ont subi des mutations qui ont
modifié le génome d'un individu. Ces mutations sont dites fixées quand tous les individus
d'une méme espece ont acquis ces modifications. Au fil des générations, les substitutions,
les insertions, et les délétions se produisent a différents endroits du génome d'un individu, et
s'étendent a toute la population par le brassage des genes assuré par la sexualité.

Si un géne homologue n'a pas trop divergé, on peut reconnaitre des similitudes entre
les séquences des différentes especes. L'alignement des seéquences (nucléiques ou
protéiques) qui permet la mise en évidence de leurs similarités est nécessaire pour trouver
des sites homologues. La phylogénie constitue alors le cadre conceptuel permettant d'étudier
et comprendre comment ces objets biologiques ont changé au cours du temps. C'est la
premiere étape d'une étude comparative. L'hypothése de travail est que plus des objets
partagent un ancétre proche, plus leurs séquences se ressemblent. En d’autres termes, plus il
faut d'étapes pour passer d'une séquence a une autre, plus leur dernier ancétre commun est

lointain et inversement (Lecointre et al., 2001).

| - 3 -4 - Conditions du choix et disponibilité d’un marqueur moléculaire

Le choix d’un marqueur moléculaire approprié¢ au groupe taxonomique étudié est un
préalable a toute analyse moléculaire de la phylogenie. Les conditions minimales que

doivent remplir une molécule pour pouvoir satisfaire les objectifs de la biologie comparative
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et de la reconstruction phylogénétique ont été définies (Lecointre, 1993; Lecointre et al.,

1993 ; Lecointre et al., 2001) et sont de maniére générale:

- L'ubiquité : doit étre présente chez tous les organismes étudiés

- L'orthologie : traduit le fait que la similitude observée doit étre due a une descendance
commune (Fitch, 1970).

- La conservation : doit posséder des régions comparables dont les taux d'évolution ne
doivent pas trop différer pour permettre la recherche de sites homologues.

Parmi les molécules disponibles, remplissant les conditions citées ci-dessus, il ya
I'’ARN ribosomique qui code pour les sous-unités des ribosomes. A ce jour, il a fait I'objet
de recherches intensives en phylogénie moléculaire. Les premiéres études ont porté sur les
comparaisons de séquences d'ARN (Hassouna et al., 1984) pour ensuite se consacrer a
I'ADN codant pour ces ARN ribosomiques. Les ARN ribosomiques sont codés par une
famille de génes communément appelés ADNTr dont les unités de transcription et les régions
non transcrites sont présentes dans le génome nucléaire eucaryote en une ou plusieurs
centaines de copies (Hillis et Dixon, 1991). lls sont également présents dans le génome
procaryote.

Sur la figure 3 est représentée une unité de transcription et son espace non transcrit

pour un eucaryote.
188 3,88 288
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Figure 3: Unité de transcription de I"ADNTr des eucaryotes avec son espaceur non transcrit.

31‘

NTS: « Non Transcribed Spacer » : espaceur non transcrit ; ETS: « External Transcribed Spacer » : espaceur
externe transcrit; ITS: «Internal transcribed spacer »: espaceur interne transcrit, 18S, 5,85 et 28S
correspondent aux genes codant pour les sous-unités ribosomiques correspondantes. (D’aprés Hillis et
Dixon, 1991).

| - 3-5- Méthodes de construction d’un arbre phylogénétique

Parmi les différentes méthodes disponibles pour inférer des phylogénies, trois

principales ont été utilisées. A savoir, le neighbour-joining qui est une méthode de distance,




la parcimonie qui est une méthode cladistique, et le maximum de vraisemblance qui est une
une méthode probabiliste.

Les methodes de distances utilisent une matrice de distances taxon par taxon comme
des estimations des distances évolutives le long des branches d'un arbre phylogénétique. La
distance évolutive représente la quantité de changements de caractéres le long d'une branche
particuliére. La méthode de neighbour-joining est une méthode de distance ou phénétique
basée sur la similitude globale. Plus la ressemblance entre deux taxa est grande, plus la
parenté entre eux a des chances d'étre proche.

La méthode cladistique de parcimonie utilise une matrice taxa-caractéres discrets et
recherche l'arbre le plus économique en substitutions. Le ou les arbres sélectionnés le sont
en fonction du nombre de changements d'un état de caractére a un autre (pas évolutifs),
celui-ci doit étre minimal.

La méthode du maximum de vraisemblance se base sur la recherche de la valeur du
maximum de vraisemblance des configurations de caractéres parmi les séquences étudiées
pour un arbre donné et I'on choisit la valeur est la plus grande définies (Lecointre, 1993;
Lecointre et al., 1993 ; Lecointre et al., 2001).

| - 3-6- Test de validité des analyses : le bootstrap

Avant toute publication d'arbre on réalise une analyse de sa robustesse. Il y a deux
conceptions de la robustesse d'un arbre : celle de utilisée par les biologistes anatomistes et
paléontologues d’une part et d’autre part, celle fondée sur un tirage avec remise des
caractéres utilisée par les statisticiens : le bootstrap (Felsenstein, 1985). Par ailleurs,
I'indice de Bremer, qui est la conception morphologique de la robustesse est celle ou on
considere I'arbre le plus parcimonieux obtenu, c'est-a-dire celui qui minimise le nombre de
pas évolutifs apparaissant le long de ses branches. Pour un clade donné, on cherche combien
de pas évolutifs il faut admettre en plus pour rencontrer parmi les arbres moins
parcimonieux un clade qui contredit le clade d'intérét, c'est-a-dire grossierement, le nombre
de pas évolutifs supplémentaires dans cet arbre moins parcimonieux. Plus il faut admettre de
pas et plus l'arbre est solide. Ce nombre de pas est appelé indice de Bremer. Sortir un
membre d'un clade exigerait beaucoup d'hypothéses de convergence surnuméraires.
Autrement dit, le nombre de pas évolutif dans I'arbre moins parcimonieux correspondant a

cette hypothése serait élevé, ce qui renforce d'autant la solidité de I'arbre parcimonieux.
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Le bootstrap: la conception statisticienne de la robustesse : les biologistes qui
produisent des arbres a partir de données moléculaires utilisent des caracteres en grand
nombre et structuralement pauvres. Il apparait donc normal qu'ils aient recours a une
approche statisticienne. Le bootstrap est une technique d'inférence statistique basée sur une
succession de rééchantillonnages (ce qui permet entre autres une trés fine analyse de
sensibilité).

» Premiérement, on procede a un tirage aléatoire avec remise (un élément tiré est remis en
jeu au tirage suivant) des caractéres jusqu'a ce que le nombre de caracteres tirés soit egal
a celui de ceux initialement analysés (Autrement formulé, on tire autant de caractéres
que l'arbre dont on analyse la robustesse en contient). Il en résulte que lorsque n sites ont
été tirés parmi n sites le jeu artificiel de données est constitué de certains sites en

plusieurs exemplaires, tandis que d'autres en sont absents (Darlu et Tassy, 1993).

» Deuxiemement, on construit un arbre a partir de ce jeu artificiel de données. Toutes les

méthodes peuvent étre utilisées (cladistique, phénétique ou probabilistes).

» Troisiemement, on répete les deux premiéres étapes, en général 1000 fois pour un arbre
de distance et 100 fois pour un arbre de parcimonie. On obtient un grand nombre
d'arbres. On regarde le nombre de fois ou le regroupement entre les espéces ABC

apparait, le nombre de fois ou le regroupement AB apparait, etc (Felsenstein, 1985).

» Quatriemement, le résultat est représenté sous la forme d'un arbre consensus dans lequel
figurent les regroupements majoritairement apparus. Chaque regroupement posséde un
pourcentage qui indique la proportion d'arbres issus des tirages qui le représentent. En
d'autres termes, ce pourcentage est le nombre de fois ou chaque regroupement de I'arbre
testé apparait dans les arbres du bootstrap rapporté au nombre de tirages effectués.
Toute autre topologie que celle représentée dans I'arbre consensus est apparue avec un
pourcentage inférieur. Plutdt que de tracer un arbre consensus, on peut reprendre l'arbre
originel et poser sur les noeuds (c'est-a-dire sur les regroupements de taxons étudiés)

leurs valeurs de bootstrap.

e



En somme, les quatre étapes principales a franchir pour la construction d’un arbre

phylogénétique sont résumeées a la figure 4.

1 ————————————— Selectionner les donnees
2 ————————————— Aligner les sequences
Methodes basees Methodes des distances
sur les caracteres
Choix de la meéthod Cf'lml des
distances
3 |MB| (ML| |MP
Optimisation Arbre unique
de criteres
LS ME NJ | PGM

Calculer ou estimner I'arbre qui traduit mieux les données

|

4 Effectuer des tests statistiques de robustesses

Figure 4: Schéma résumant les grandes étapes d’une analyse phylogénétique (d’aprés Hillis et al.,
1996). MB : Méthode Bayesienne ; ML : « maximum likelihood » = maximum de vraissemblance ; MP :
Maximum de Parcimonie ; LS : « Least Square » ; ME : Minimum d’Evolution ; NJ : « Neighbor Joining »
; PGM : « Pair Group Method ».

I -4 - Symbiose et parasitose

Des bactéries symbiotiques, non envacuolées, sont fréquentes dans le cytoplasme de
la plupart de Ciliés du tube digestif des annélides Oligochétes. Dans la sous-classe
Astomatia, elles sont constantes dans le cytoplasme de Mesnillela Cépéde, 1910 et de
Hoplitophrya Stein, 1859. Elles sont fréquentes chez certaines espéces d’Anoplophrya
Stein, 1860 et de Maupasella Cépéde, 1910. Ce sont des cocci ou des bacilles qui seraient
spécifiques d’astomes qui en sont pourvues. Elles sont situées dans 1’endoplasme et, en
particulier, autour des vacuoles. Certaines ont été observées dans le macronoyau chez
Metaradiophrya Heidenreich, 1935 et Mesnilella Cépéde, 1910 (de Puytorac, 1994).
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Il - 1 - Situation géographique et localisation des sites prospectes

Les vers qui hébergent les ciliés décrits ou redécrits dans le cadre de ce travail ont éte
récoltées principalement dans quatre stations de la région du centre du Cameroun (Fig. 5,
tableau I11), identifiés selon les clés de Sims (1980) et conservés dans la terre humide
pendant une semaine au maximum pour éviter la défaunation. La période d’échantillonnage

se situe entre 2007 et 2008.
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Figure 5: Réseau hydrographique de la région du centre du Cameroun. Les fleches indiquent les

stations de récolte. Source : Institut National de Cartographie (modifié, 2011).




Tableau I11 : Coordonnées géographiques des sites d’échantillonnage et hotes des Ciliés étudiés

Localités Coordonnees géographiques Oligochétes hotes

Glossoscolecidae (Alma
Ebebda (Sanaga) 11°30'- 11°50'E ; 4° - 4°30' N emini et Alma nilotica

Glossoscolecidae (Alma

Nkolbikogo et Nkolda 41050 17070 £ - 3°65'- 4° N emini et Alma nilotica)

(Mya, Mfoundi)

Megascolecidae
Ngoa-ékélé 11°04'- 11°30'E ; 3°30-4° N (Eupolytoreutus sp.)

Lumbricidae

Ngousso-ntem 11°04°-11°30°E ; 3730™- 4° N (Lumbricus sp)

Il - 2 - Matériel biologique examiné

Selon la clé d’identification de Sims (1980), les Oligochetes disséqués appartiennent a
deux catégories écologiques distinctes :
- d’une part, les vers épigés dont 1’habitat est réduit a la partie superficielle et humide du
sol. lls appartiennent a deux familles dont les Megascolecidae et les Lumbricidae (Fig. 6A,
B). Les Megascolecidae sont représentés par le genre Eupolytoreutus sp. Les spécimens
récoltés ont un poids moyen de 1,09 g et mesurent en moyenne 15,25 cm en extension. Ils
sont rougeatres et portent un clittelum antérieur aux segments tres peu distincts des
segments somatiques (Fig. 6A). Les Lumbricidae récoltés appartiennent au genre Lumbricus
sp. lls ont un poids moyen de 0,86 g et mesurent en moyenne 11,42 cm en extension. De
coloration plut6t blanchatre, ils portent antérieurement un clittelum rosacé et trés épaissi,
nettement distinct des autres segments du corps (Fig. 6B). Les récoltes de ces vers ont été
faites dans différents stations de Yaoundé, dans les quartiers : Ngoa Ekélé et Ngousso-ntem.
Ils sont prélevés dans la litére en decapant le sol humide a 1’aide d’une tige rigide,
- d’autre part, les vers anéciques qui affectionnent les sites hydromorphes permanents et
creusent des galeries profondes dans le sol. Leur présence est extérieurement marqueée par la
présence des déjections qu’on observe sur les berges sous forme de tortillas. Ce sont
essentiellement les Oligochetes Glossoscolecidae, appartenant au genre Alma. Deux especes
ont été étudiées : (Fig. 6C, D).
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Figure 6 : Hotes des Ciliés étudiés. A : Megascolecidae du genre Eupolytoreutus ; B : Lumbricidae du
genre Lumbricus; C: Glossoscolecidae de I’espéce Alma emini (fraichement récoltés) ; D:
Glossoscolecidae de I’espéce Alma nilotica.

Clit : clitellum ; Gl cal : glande calcifére ; Pros : prostomium ; pyg : pygidium.
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»  Alma emini, a en moyenne 31 cm de long en extension et pése 8 g en moyenne. lls
creusent des galeries profondes au fond desquelles ils se refugient a la moindre
secousse du sol. lls sont blanchétres (Fig. 6C). Les plus developpés atteignent parfois
plus du demi-metre (ce sont des Alma de grande taille).

»  Alma nilotica (Fig. 6D) dont les spécimens mesurent en moyenne 18 cm de long et
pésent 2,38 g. lls sont localisés plus en surface et prennent une teinte noiratre mimant la

couleur de la vase (ce sont des Alma de petite taille).

Les vers Glossoscolecidae sont récoltés en réalisant a 1’aide d’une pelle béche des
saignées profondes et rapides dans le sol, a proximité des tortillas, le long des berges du
fleuve Sanaga a Ebebda, dans les parties émergees du lit de la riviere dénommée « Mya » a
NKkolbikogo (axe Yaoundé - Mfou) et a Nkolda sur I’axe routier Yaoundé - Mbalmayo. Ces
Oligochetes montrent cependant des variantes liées au site de prélevement.

Les vers récoltés sont transportés au laboratoire dans une boite en polyéthyléne avec

de la terre humide ou de la vase (Fig. 6C).

Il - 3— Méthodes d’étude

Il - 3 - 1- Dissection des vers et prélevement des Ciliés

Les vers ramenés au laboratoire sont soigneusement lavés a 1’eau du robinet. Des
fragments du tube digestif sont dilacérés dans une boite de pétri contenant du liquide
physiologique de Ringer ou de 1’eau minérale de commerce Supermont dont la composition
chimique est la suivante : Bicarbonate HCO'3128,0 mg/L, Chlorure CI" 2,1mg/L ; Sulfate
SO, 1,0 mg/L ; Nitrate NO'3 4,1 mg/L ; Calcium Ca™ 16,0 mg/L ; Magnésium Mg** 10,2
mg/L ; Potassium K*5,2 mg/L et Sodium Na* 12,7 mg/L.

Il - 3—2- Observation sur le vivant

Un premier examen a la loupe binoculaire Wild M5 permet d’avoir une idée sur la
composition de la microfaune, 1’aspect morphologique des ciliés, leur mobilité et leur
capacité a adhérer ou non au substrat.

Les ciliés sont ensuite tries & I’aide d’une micropipette. Quelques-uns sont observes

au microscope sans coloration ou apres action des colorants vitaux (Rouge neutre, bleu de
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Crésyl) qui permettent de mettre en évidence le nombre et la disposition des vacuoles

pulsatiles.

Il - 3 - 3- Observations sur les spécimens fixés et colorés.

- Imprégnation au carbonate d’argent selon Fernandez Galiano (1966 et 1994)

Les Ciliés sont triés délicatement a la micropipette sous une loupe binoculaire Wild
M5 puis fixés au formol a 10% pendant 20 minutes. Vingt-cing gouttes de protéose peptone
a 5% y sont ajoutées. Aprés 5 minutes, quatre gouttes de pyridine pure sont ajoutées au
mélange. Cette solution prend un aspect blanc laiteux apres adjonction de 2 ml de carbonate
d’argent ammoniacal. Le tout est porte au bain-marie a 40°C. La solution vire
progressivement et prend la coloration ambre (cognac). L’ imprégnation est stoppée a 1’aide
de I’hyposulfite de sodium 10% a froid. Trois ringages sont effectués a 1’eau de robinet. Les
ciliés colorés sont préleveés a la micropipette sous une loupe et montés entre lame et lamelle.
L’observation est faite au microscope photonique Olympus BH-2. Les dessins sont réalises
au microscope optique Wild M 20 équipé d’un tube a dessin et leurs mensurations obtenues
a I’aide d’un micrométre objectif. Les données morphométriques sont obtenues a partir de
I’observation de 30 individus de chaque espéce. Les photographies sont réalisées soit au
microscope optique a lumiére directe Olympus BH-2 équipé d’une cellule photographique,

soit au microscope optique a fluorescence équipé d’un appareil photo numérique.

Modification complémentaire de la technigue

Les Ciliés colorés sont rincés delicatement a ’eau distillée c’est-a-dire 3 fois par
aspiration de 1I’eau dans une saliére. Sur une lame préalablement dégraissée, on dépose une
goutte contenant les spécimens colorés et 1’on aspire entiérement 1’eau a la micropipette.
L’on procéde a I’enrobage des ciliés imprégnés en y ajoutant une microgoutte d’albumine
glycérinée fraichement préparée, puis on seche rapidement la lame sur la flamme d’un bec
Bunsen ou sur une plague chauffante. Le montage se fait au baume de Canada.

Ce complément technique de la méthode de Fernandez Galiano permet de réaliser des

préparations permanentes et la conservation des spécimens.
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- Coloration des noyaux au DAPI et observation au microscope optique a fluorescence
Le DAPI ou Di Aminido Phenyl Indol est un colorant utilisé en cytochimie. Il se fixe
specifiqguement sur I'ADN. Eclairé en lumiére violette (max 372 nm), il émet une
fluorescence bleue (max 456 nm).
Le microscope doit étre équipé d'un jeu de filtres correspondant aux caractéristiques
du fluorochrome (Fig. 7) c’est-a-dire

un filtre d'excitation permettant la selection des radiations absorbées par le
fluorochrome (environ 380 nm),

un miroir dichroique réfléchissant les radiations absorbables vers I'échantillon et ne
laissant passer par transmission que les radiations bleues (>400 nm),

un filtre d'émission ne laissant passer par transmission que les radiations bleues
(>400 nm).

Appareil
photonumeérique

Epi-
Cube » ?
avec : illumination
= filtre d’arrét

. ;"nlumii fhcl*qci'c_;ue Boitier
iltre d’excitation avec lampe 4 arc
Préparation—— HBO ou xénon

Condensenr ————p O

Trams-
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Figure 7: Schéma du principe de fonctionnement d’un microscope a fluorescence (d’apreés Jean-
Claude Garaud et Guy Roussel, 2004).

Les Ciliés vivants sont triés délicatement a la micropipette et mis en saliéere, ils sont
rinces trois fois au PBS (Phosphate Buffered saline), puis fixés au paraformaldéhyde (PAF)
4% ou au glutaraldéhyde 2,5% pendant 15 minutes a température ambiante. Les cellules
sont encore rincées 3 fois au PBS ; elles vont étre gardées dans du PBS a 4°C avant le
marquage au DAPI.

On prépare une solution de DAPI a partir de la solution mere (Img DAPI/Iml H,0) en

diluant extemporanément au 1/100e dans du PBS et en incubant les lamelles dans 300 HL




de solution (pour des plagques 24 puits) 10-15 minutes, a température ambiante et a I'abri de
la lumiere. On rince 3 fois au PBS et une fois a I'eau pour éviter une précipitation des
cristaux de PBS. On fixe les lamelles sur une lame de verre avec une goutte de milieu de
montage Fluoprep et on laisse une nuit a 4°C pour le séchage (Johnson et al., 1982). On
observe les préparations au microscope a fluorescence avec filtre UV (excitation 358 nm,
émission 461 nm).

Le microscope confocal est une évolution du microscope a fluorescence. En effet, un
équipement confocal est adapté au statif du microscope a fluorescence. Le contraste et la
définition des images sont donc bien meilleurs que pour un microscope a fluorescence
classique. Notons que les images de microscopie confocale a balayage laser peuvent en plus
étre ameliorées par déconvolution. Il s’agit d’une méthode de traitement des images par un

logiciel adapté.

Il - 3-4- Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

Dans son principe, la surface de I'échantillon examiné est balayée par un faisceau
d'électrons générés par la sonde électronique du microscope électronique a balayage (MEB).

Les nouveaux MEB entiérement pilotés par ordinateur permettent une résolution de 3
a 20 nm, sous une tension d'accélération de 200 V a 30 kV, sous pression modulable entre
10 et 400 Pa (extension a 3000 Pa), avec une gamme de grandissement de 5 a 1.000.000 X.
Son usage est essentiellement I'examen topographique des échantillons permettant d'obtenir
des images et des informations sur la morphologie.
Le protocole consiste a prélever les ciliés a la micropipette, les laver soigneusement dans le
liquide physiologique de Ringer ou dans de I’eau minérale (supermont ou volvic). Les Ciliés
sont fixés pendant 45 minutes dans du Glutaraldéhyde 2% dans un tampon cacodylate de
sodium 0,05 M a pH 7,2. Apres ringage dans le tampon, ils sont post-fixés au tétroxide
d’osmium 1% dans le méme tampon pendant une heure. Procéder ensuite a la
déshydratation dans des bains d’éthanol de degré croissant c’est-a-dire 30°, 50°, 70°, 80°,
95°, absolu et au séchage par passage au point critique. On colle les cellules sur des supports
métalliques a I’aide d’une laque d’argent et on recouvre d’or par pulvérisation cathodique.
Les observations se font au microscope électronique a balayage ISI DS 130.

Il est a noter que les échantillons peuvent normalement étre conserves dans le

fixateur si la suite du traitement ne peut étre effectuée immédiatement. En effet apres
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fixation, la suite de la manipulation a été effectuee au laloratoire génome et environnement

de I’Université Blaise Pascal de Clermont Ferrand (France).

Il - 3 -5- Etude moléculaire

— Extraction, amplification par PCR et sequencage

Les Ciliés Astomes sont triés & I’aide d’une micropipette, rincés dans du liquide
physiologique de Ringer ou de I’cau minérale Supermont et fixées dans de 1’éthanol a 70%.

L’ADN est extrait des cellules fixées en suivant la méthode de Chelex modifiée par
Striider-Kypke et Lynn (2003) ou par le kit « DNEasy Tissue » (Qiagen, Mississauga, ON,
Canada) suivant le protocole du fabricant. Pour la méthode de Chelex, 70-100 pl de solution
de Chelex® 100 a 5% (w/v) (Sigma, Oakville, ON, Canada) et 5 a 10 ul de Proteinase K (50
mg/ml; Madison, WI, USA) sont ajoutés aux cellules. Apres centrifugation, 4 pl de

surnageant sont utilisés dans les réactions subséquentes de PCR.

L'amplification par PCR du gene SSrRNA et des régions ITS1, 5.8S et ITS2 a eté
exécutée dans un thermocycler ABI 2720 (Applied Biosystems Inc., Foster City, California,
USA). Les amorces utilisées sont: I'amorce A «sens », universelle des eukaryotes : (5'-
AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3', Medlin et al., 1988) ; I’amorce interne 82F « sens » :
(5'-GAAACTGCGAATGGCTC-3) et I'amorce « anti-sens » LSUR: (5-
GTTAGTTTCTTTTCCTCCGC-3', Bourland et Strider-Kypke 2010). Les produits PCR
sont purifiés sur un gel d’agarose utilisant le kit de MinElute (Qiagen, Mississauga, ON,
Canada) suivant le protocole du fabricant. Le séquencage dans les deux directions a été fait
avec des amorces d’amplification et quatre amorces internes (Elwood et al., 1985) dans un
« DNA Analyzer 3730 » (Applied Biosystems Inc., Foster City, California, USA), utilisant
le Prisme « ABI BigDye Terminator (ver. 3.1) » et un « Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit ».

Toutes les séquences sont introduites dans le « Sequencher. 4.0.5 (Gene Codes
Corp.) » et garnies a leurs extrémités puis assemblées pour verifier les erreurs de
séguencage.

Les séquences du gene SSUrRNA (small subunit ribosomal RNA) sont introduits
dans un éditeur comparatif de séquences approprié (DCSE Dedicated Comparative

Sequence Editor; De Rijk and De Wachter 1993), et automatiquement alignées sur les
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séquences de génes de 1’espéce d’astome Anoplophrya marylandensis Conklin, 1930, avec
une attention particuliere aux caracteres des structures secondaires de la molécule.
L'ensemble des données utilisées pour des analyses phylogénétiques dans la classe des
Oligohymenophora est composé de 54 especes et de 1696 positions.

Les séquences nucléotidiques supplémentaires des espéces de Ciliés de la classe des
Oligohymenophora utilisées dans I'analyse sont disponibles sur GenBank/ EMBL databases.
Les positions hypervariables ont été exclues des données préparées pour analyse

phylogénétique.
Il - 3-6- Construction d’un arbre phylogénétique

La phylogénie a été construite en utilisant plusieurs méthodes : I’inférence
bayesienne, le Neighbor-joining, le maximum de vraisemblance et le maximum de
parcimonie.

Le logiciel PHYLIP ver. 3.67 (Felsenstein, 2005) a été utilise pour construire une
matrice de la distance, en utilisant DNADIST pour calculer des distances génétiques avec le
modeéle « Kimura-2-parameter » (Kimura 1980).

Les arbres de distance ont été construits en utilisant 1’algorithme de Neighbor
Joining (NJ) (Saitou et Nei 1987).

Comme principal test de validité des analyses, le bootstrap (Felsenstein, 1985) a été

choisi.
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CHAPITRE Il :
RESULTATS ET DISCUSSION




I11-1- RESULTATS
111-1-1- Etude morphologique des différentes espéces récolteées.
111-1-1-1- Famille des Anoplophryidae Cépéde, 1910.

Caractérisée par des cinéties nombreuses, serrées se raccordant a lavant de la cellule
par une longue ligne de suture.
111-1-1-1-1- Genre Anoplophrya Stein, 1860.

La ligne antérieure de suture des cinéties dessine un arc biconvexe, plus ou moins
décalé sur la face inférieure. Il n’ya pas d’accroisse ment du nombre des cinéties par

délinéation sur les faces latérales.

111-1-1-1-1-1- Anoplophrya marylandensis Conklin, 1930.

Ce Cilié appartient a I’ordre des Anoplophryida Cépede, 1910, a la Famille des
Anoplophryidae Cépede, 1910, la Sous famille des Anoplophryinae Cépede, 1910 em. de
Puytorac, 1970 et au Genre Anoplophrya Stein, 1860. Selon la description de de Puytorac,
1954, ce cilié infeste frequemment et abondamment les parties antérieure et moyenne des
vers Helodrilus caliginosus. Le corps est peu aplati et parfois pointu a son extrémite
antérieure. A. marylandensis se distingue de la plupart d’Anoplophrya par sa petite taille elle
mesure 40 um a 70 um de long et 24 a 35 um dans sa plus grande largeur. Elle a 17 a 23 um

d’épaisseur maxima. Il y a 60 stries ciliaires dont 32 dorsales et 28 ventrales (Fig. 8).
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Figure 8 : Anoplophrya marylandensis Conklin, 1930 d’apreés Lom, 196%.
A : morphologie générale ; B : ciliature somatique
Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Vp : Vacuole pulsatile ; Sp : ligne de suture postérieure ; Sa : ligne de

suture antérieure.




I11-1-1-1-2- Genre Njinella Ngassam, 1983
La topographie ciliaire montre des systemes sécants qui se prolongent peu sur la face

supérieure. La ligne antérieure de suture des cinéties est limitée au c6té droit de la cellule.

I11-1-1-1-2-1- Njinella prolifera Ngassam, 1983

La cellule est ovalaire et légerement allongée, montrant un aplatissement dorso
ventral trés net. Le macronoyau, a contours irréguliers, large est allongé dans 1’axe
antéropostérieure de la cellule. Le micronoyau a la forme d’une lentille biconvexe, toujours
situé au niveau équatorial de la cellule (Fig. 9). Il y a 13 a 20 vacuoles contractiles disposées
sans ordre apparent autour du macronoyau, dans les 3/4 postérieurs de I’infusoire.

143 a 164 cinéties longitudinales recouvrent uniformément la cellule. Le raccord
antérieur des cinéties dorsales et ventrales dessine a droite un systéme sécant assez banal
situé sur la face inférieure dont la topographie ciliaire est par ailleurs compliquée, a gauche

par une longue ligne de sécance médio-postérieure (Ngassam, 1983).

Figure 9 : Njinella prolifera (d’aprés Ngassam, 1983)
A : morphologie générale ; B : ciliature somatique
Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Vp : Vacuole pulsatile ; Sp : ligne de suture postérieure ; Sa : ligne de

suture antérieure.

111-1-1-1-3- Genre Almophrya de Puytorac et Dragesco, 1968
Ces Ciliés sont caractérises par une longue ligne antérieure de suture des stries

ciliaires se terminant par par deux systemes sécants et deux zones latérales de de
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délinéation. Le macronoyau axial a une forme en H ou en X. Les trois especes connues dans
ce genre sont :

Almophrya bivacuolata de Puytorac et Dragesco, 1968

Almophrya mediovacuolata Ngassam, 1983

Almophrya laterovacuolatade Puytorac et Dragesco, 1968

111-1-1-1-3-1- Almophrya bivacuolata de Puytorac et Dragesco, 1968

L’appareil nucléaire d’Almophrya bivacuolata présente toujours un micronoyau et un
macronoyau non seulement en forme de X, mais aussi en forme de «H» munie
d’excroissances et de Digitations. Il faut noter I’existence des macronoyaux de forme

transitoires entre I’ X et 1’ H (Fig. 10).

Figure 10: Photographies d’Almophrya bivacuolata montrant les variations morphologiques du
macronoyau (imprégnation au carbonate d’argent ammoniacal pyridiné) X400.

A-forme en H modifié moins dentelé ; B- forme en H modifié trés dentelé ; C- forme intermédiaire entre I’
H et le X trés dentelé ; D- forme en H trés dentelé ; E- forme intermédiaire entre I’H et le X tres dentelé.
Deux U opposes soutenus par un pont axial ; F et G : autres formes intermediaires.

Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Vp : vacuole pulsatile.
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Selon la description originale, de Puytorac et Dragesco, 1968 ne signalent que des
Almophrya bivacuolata ayant un macronoyau en forme de X.

Nos prospections montrent I’existence de deux formes principales de macronoyau
occupant la région axiale de la cellule chez Almophrya bivacuolata:

- La forme en X porte des excroissances parfois tres marquees (Figs. 10D ; 11A, B).
Chez certains spécimens bivacuolés on note des formes intermédiaires entre les
macronoyaux en H et en X : deux U unis a leur base par un pont (Fig. 10E), réduction de la

barre équatoriale du H (Figs. 10C) ou sa profonde modification par de nombreuses

excroissances (Fig. 12B).

Figure 11: Photographies d’Almophrya bivacuolata (& macronoyau en « X ») aprés coloration au
DAPI). (X 200)
A- Contraste de phase montrant les appareils vacuolaire et nucléaire ;
B- Observation au microscope a fond noir montrant les excroissances du macronoyau. L’appareil
nucléaire est coloré en bleu.

Vp : vacuole pulsatile ; Mn : macronoyau

- La forme en H porte sur ses branches de trés nombreuses excroissances (Figs. 12A,
B). Cette forme est largement distribuée dans les populations de grande taille. Avant la
division, ce macronoyau se condense en masse prenant grossierement 1’allure d’un S. Apres
la division, il reprend progressivement la forme en H trés festonnée et irréguliére. Les
extrémites des branches latérales tendent a se rejoindre pour emprisonner les vacuoles
pulsatiles (Figs. 13A, B).




Figure 12 : Photographies d’Almophrya bivacuolata (& macronoyau en H) apres coloration au DAPI).
(X 200).

A- Contraste de phase montrant les appareils vacuolaire et nucléaire.

B- Observation au microscope a fond noir montrant les excroissances du macronoyau. L’appareil nucléaire
est coloré en bleu.

Vp : vacuole pulsatile ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau.

Figure 13: Photographies d’Almophrya bivacuolata. Observation vitale en contraste de phase.

A : Morphologie générale (X400); B : Topographie de I’appareil nucléaire H portant des digitations (X

100). Vp : vacuole pulsatile ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau.




I11-1-1-1-3-2- Almophrya mediovacuolata Ngassam, 1983

Nous avons récolté chez les Alma de grande taille de Nkolbokogo ; de Nkolda et
d’Ebebda des Almophrya présentant une grande amplitude dans les dimensions des
spécimens examines : (245-783) um de longueur pour (186-380) um de largeur, a une
rangée axiale de 8 a 18 vacuoles contractiles. L’appareil nucléaire, est constitué par un

macronoyau en « H» et d’un micronoyau ovoide d’environ 6 pm de diamétre situé¢ au-

dessus de la branche horizontale du H (Fig. 14).

Figure : 14: Photographies d’Almophrya mediovacuolata (macronoyau en « H ») aprés coloration au
DAPI). (X1000).
A- Coloration du cytoplasme en vert ;
B- Contraste de phase montrant 1’appareil vacuolaire et nucléaire ; C- Observation au microscope a fond
noir montrant la striation du macronoyau. L’appareil nucléaire est coloré en bleu.

Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau.

Le traitement des spécimens au DAPI colore 1’appareil nucléaire en bleu et montre au
niveau du macronoyau, une striation due a I’alternance de bandes et d’interbandes. Ces
bandes sont facilement reconnaissables par leurs épaisseurs et leurs espacements différents.
Il y a approximativement 138 bandes sombres et presque autant d’interbandes dans le

génome d’Almophrya mediovacuolata.
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Les bandes sombres sont des régions de forte concentration de la chromatine. Elles
apparaissent dans le macronoyau interphasique d’Almophrya mediovacuolata et évoque les

chromosomes polyténiques des glandes salivaires de la larve de drosophile.

L’alternance des bandes et d’interbandes pourrait étre une particularité du
macronoyau en forme d’H chez Almophrya mediovacuolata. En effet, tous les
chromosomes adoptent une conformation trés condensée au cours de la mitose. Lorsque les
chromosomes mitotiques sont colorés de fagon particuliére, chacun d’entre eux est
identifiable sans ambiguité, grace a sa structure en bandes ; ces bandes contiennent des
millions de paires de nucléotides, et elles refletent une hétérogénéité grossiere de la

structure chromosomique qui n’est pas comprise (Bruce et al., 1991).

111-1-1-1-3-3- Almophrya nkoldaensis n s.p.

Un autre Glossoscolecidae du genre Alma de tres petite taille, récolté a Nkolbikogo et
Nkolda a permis la description d’un autre type d’Almophrya ayant au moins 8 vacuoles a
disposition axiale (Fig. 15A), mais dont la silhouette, allongée est différente de celle d’A.
mediovacuolata, ovoide et présentant un appareil nucléaire a topographie différente. En
effet, cette population d’Almophrya présente un appareil nucléaire avec deux micronoyaux

postérieurs et un macronoyau sans excroissances et sans striations apparentes.

Deux formes principales de macronoyau ont été observées chez cette espéce :

» Laforme en X (Fig. 15B)
» La forme en X modifiée en deux U, opposés soutenus a leur base par une barre
rectiligne (Fig. 16).

o



Figure 15: Photographie Almophrya nkoldaensis n. sp. (X 200).
A- Morphologie générale (observation vitale a contraste de phase) montrant 1’appareil vacuolaire.

B- Coloration au DAPI montrant 1’appareil nucléaire (macronoyau en X). L’appareil nucléaire est coloré en

bleu. Vp : vacuole pulsatile ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau.

Figure 16: Photographies d’Almophrya nkoldensis (& macronoyau en X modifié) apres coloration
au DAPI. (X 200).

A- Coloration du cytoplasme en vert ; B- Contraste de phase montrant 1’appareil vacuolaire et nucléaire.
B- Observation au microscope a fond noir montrant 1’appareil nucléaire.

Vp : vacuole pulsatile ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau.




I11-1-1-2- Famille des Clausilocolidae de Puytorac in corliss, 1979.

Le corps est géneralement allongé, plus ou moins aplati, densément cilié est muni
d’un appareil adhésif antérieur plus ou moins bien délimité. L’ appareil pulsatile est forme
de plusieurs vacuoles.

I11-1-1-2-1- Genre Paraclausilocola nov. gen.

Ce cilié appartient a I’ordre des Haptophryida Cépede, 1923 (1910) et a la famille des
Clausilocolidae de Puytorac in Corliss, 1979.

Diagnose du genre : Taille (140-335 um) ; forme, allongée, cylindroide, légerement
concave sur le tiers antérieur; ciliature somatique, homogene, dense, avec une ligne de
suture antérieure arquée; présentes des différentiations thigmotactique sur les terminaisons
antérieures des cinéties de la face supérieure; pas d’appareil squelettiques ; vacuoles
contractiles disposées en deux rangées de part et d’autre du macronoyau ; recoltés dans des
annélides Oligochetes. Espeéce type : Paraclausilocola constricta n. sp.

Etymologie: puisque ces ciliés sont apparemment similaires aux especes dans le genre
Clausilocola, le préfixe para (a cété) donne cette information. Genre féminin.

Espéces assignees : Paraclausilocola constricta n. sp., Paraclausilocola elongata n. sp.

I11-1-1-2-1-1- Paraclausilocola constricta n. sp.
Matériel type. L’holotype (Fig. 17) comme spécimen imprégné a 1’argent sur une lame
déposée dans la collection a I’institution Smithsonian (CANADA), avec le numéro
d’accession : USNM 1150668.

Figure 17: Paraclausilocola constricta n. sp.
(Jeune tomite) : imprégnation au cabonate
d’argent ammoniacal pyridiné. La barre

d’échelle vaut 40 pm.




Hote type : Espéces non identifiées d'Eupolytoreutus, Oligochéte Megascolecidae, récoltés
dans les zones humides de Yaoundé.

Habitat type : Dans le tiers antérieur de I'intestin des Oligochétes.

Localité type : Yaoundé, Cameroun (11° 30'; E ; 4° N).

Etymologie : constricta fait référence & la constriction cytoplasmique antérieure et a été
choisi comme nom spécifique (adjectif latin ; rétréci).

Séguence de géne : La séquence de géne SSU rRNA a le numéro d'accession HQ446275
dans le GenBank.

Ecologie : Paraclausilocola constricta n. sp. a été trouvé dans des vers de Megascolecidae
du genre Eupolytoreutus récoltés dans deux sites de Yaoundé (Cameroun) : 1) Ngousso-
ntem, avec une fréquence de 66% (19 cilies /30 vers examinés) avec une abondance
moyenne de 56 ciliés (de 35-65) par ver ; 2) Ngoa-ékélé, ou il y avait une fréquence de 63%
(29 ciliés /30 vers examinés) avec une abondance moyenne de 47 ciliés (de 30-60) par ver.
Description morphologique : La cellule a une allure cylindroide et présente une
constriction cytoplasmique profonde vers son tiers antérieur, donnant I’impression d’une
phase de division (Fig. 18). L’observation de quelques individus en division montre que le

plan de scission de la cellule est plut6t situé au tiers postérieur.

Figure 18 : Paraclausilocola
constricta n. sp.

A : morphologie générale ;

B : ciliature somatique ;

C : photographie aprés
coloration au carbonate
d’argent ammoniacal | ‘Mn

pyridiné (X40). Mi

Cth : champ thigmotactique ;

Mi : micronoyau ;

Mn : macronoyau ;

S : ligne de suture ; 30pm-
Vp : Vacuole pulsatile. '
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Les individus en interphase mesurent : 140 a 310 um de long sur 65 a 125 um de
large (tableau IV). Ceux en division peuvent atteindre jusqu’a 340 um de longueur. La
partie antérieure, plus large, se distingue nettement du reste du corps, qui s’effile
progressivement jusqu’a la partie postéricure ou il se termine de maniere plus ou moins

pointue

Tableau 1V: Caractérisation morphométrique du cilié astome Paraclausilocola constricta nov. gen., n.
sp. récolté et imprégné au carbonate d’argent selon la méthode de Fernandez-Galiano, 1994. (Les

mesures sont données en um).

moyenne  Ecart-type Minimum Maximum N

Longueur de la cellule 236.3 60.2 140 310 30
Largeur de la cellule 925 20.5 65 125 30
Longueur du macronoyau 175.5 41.4 115 230 30
Largeur du macronoyau 10.8 2.9 5 15 30
Diamétre du macronoyau 4.1 0.9 3 6 30
Nombre de cinéties de la face supérieure 61 4.7 51 70 40
Nombre de cinéties de la face inférieure 59.3 55 50 70 40

Ce cilié a une face supérieure convexe et une face inférieure Iégerement aplatie. Le
macronoyau est axial et rubané et s’étend d’un pole a ’autre de la cellule. 12 a 20 petites
vacuoles sont disposées en une rangée longitudinale de chaque c6té du macronoyau (Fig.
18A et C).

Un micronoyau lenticulaire (3 a 6 um de diamétre) est situé dans la zone sous
¢quatoriale de la cellule et est 1égerement excentré de 1’axe antéropostérieur de la cellule.

Cent a 140 cinéties bipolaires également reparties sur les deux faces, revétent la
cellule. 35 & 40 des cinéties de la face inférieure s’épaississent antérieurement dans la partie
axiale de la cellule. Le raccord antérieur des cinéties des deux faces dessine une ligne de
suture en arc dissymétrique lIégérement déportée sur la face inférieure du cilié.

Au pole postérieur, s’observent rarement deux systémes sécants discrets (Fig. 18B).

Il n’y a pas de zone de délinéation des cinéties sur les faces latérales. Les bactéries




endozoiques ont rarement été observées apres coloration dans le cytoplasme. Aucun
appareil squelettique n’a été observé.

Diagnose: Taille, 140-310 um de long et 65-125 um de large ; forme, légérement concave
sur un tiers antérieur avec une constriction antérieure remarquable séparant le tiers antérieur
; ciliature somatique, avec des nombres approximativement égaux des cinéties sur les deux
faces (51-70 cinéties sur la face supérieur et 50-70 cinéties sur la face inférieure) ; 12-20
vacuoles contractiles disposées en deux rangées de chaque c6té du macronoyau ;
macronoyau allongé presque autant que cellule, 115-230 um de long et 5-15 um de large ;
micronoyau lenticulaire de 3-6 um de diamétre sur le c6té gauche du macronucléus ; dans

les annélides oligochetes.

I11-1-1-2-1-2- Paraclausilocola elongata n. sp.

Matériel type. L’holotype (Fig. 19) comme spécimen imprégné a 1’argent sur une lame
déposée dans la collection a I’institution Smithsonian (CANADA), avec pour numero
d’accession USNM 1150669.

Figure 19: Paraclausilocola elongata n. sp., imprégnation au
cabonate d’argent ammoniacal pyridiné

(Ma : Macronoyau ; Barre d’échelle : 30 um).




Hote type : Espéce non identifiée d'Eupolytoreutus, Oligochetes Megascolecidae, récoltés
dans les zones humides de Yaoundé.

Habitat type : Dans le tiers antérieur de l'intestin des Oligochétes.

Localité type : Yaoundé, Cameroun (11° 30" ; E ; 4° N).

Etymologie. Puisque ces ciliés sont cylindroides simplement allongé, le nom spécifique
elongata (I'adjectif latin ; allongé, prolongé) a été choisi.

Séqguence de géne : La séquence de géne SSU rRNA a le numéro d'accession HQ446274
dans le GenBank.

Ecologie : Paraclausilocola elongata n. sp. a été trouvé dans des vers Megascolecidae du
genre Eupolytoreutussp récoltés dans deux sites de Yaoundé (Cameroun) : 1) Ngousso-
ntem, avec une fréquence de 80% (24 ciliés /30 vers examinés) avec une abondance
moyenne de 69 ciliés (de 40-85) par ver ; 2) Ngoa-€kélé, ou il y avait une fréquence de
63% avec une abondance moyenne de 43 ciliés (de 25-65) par ver.

Description morphologique: Le corps a une forme générale cylindroide, de 215 a 335 pum
de long sur 80 a 165 um de large pour les individus en interphase ; Les individus en division
peuvent atteindre 360 um de longueur (Fig. 20A, tableau V). La partie antérieure, plus
large, présente une face supérieure convexe et une face inférieure légérement aplatie.
Tableau V : Caractérisation morphométrique du cilié astome Paraclausilocola elongata n. sp. Récolté

et imprégné au carbonate d’argent selon la méthode de Fernandez-Galiano, 1994. (Les mesures sont
données en pum).

moyenne  Ecart- Minimum Maximum N

type
Longueur de la cellule 280.1 37.1 215 335 30
Largeur de la cellule 124.9 22.8 80 165 30
Longueur du macronoyau 217.7 29.1 160 285 30
Largeur du macronoyau 17.3 2.7 12 22 30
Diamétre du macronoyau 6.3 2.1 4 10 30
Nombre de cinéties de la face supérieure 65.9 5.4 58 77 40
Nombre de cinéties de la face inférieure 46.4 3.7 41 53 40
Nombre de vacuole contractiles 24.4 4.8 15 31 40




Le macronoyau, axial et rubané, s’allonge d’un poéle a I’autre de la cellule (Fig. 20).
Il est flanqué par un micronoyau lenticulaire situé dans la zone sous-équatoriale de la
cellule. La division est tantét équatoriale, tantét sous-équatoriale en fonction de la position
du micronoyau (variable). 15 a 31 vacuoles pulsatiles sont disposées en deux rangées
longitudinales, chacune située de part et d’autre du macronoyau. La cellule est douée d’une
grande mobilité.

L’¢tude de I’infraciliature révele que 100 a 150 cinéties recouvrent la cellule de
maniere non homogene. En effet, les cinéties de la face supérieure sont plus serrées (58 a
77) que celles de la face inférieure (41 a 53) qui sont antérieurement plus épaisses dans la
partie axiale de la cellule. Les cinéties de la face convexe (dorsale) se raccordent avec celles
de la face opposée, selon une ligne de suture en forme d’arc déporté du coté de la face
inférieure. Cette ligne de suture se prolonge latéralement par deux systéemes sécants. Au
pole postérieur, ’affrontement des cinéties des deux faces définit deux systémes sécants
dont celui de droite est nettement plus développé. Les segments antérieurs d’une vingtaine
de cinéties dorsales gauches s’épaississent, donnant a 1’ensemble I’allure d’une zone
thigmotactique. Il n’y a pas prolifération des cinéties par délinéation sur les faces latérales

(Fig. 20B). Aucun appareil squelettique n’a pu étre observé.

Figure 20: Paraclausilocola elongata n. sp.

A : Morphologie générale ;

B : Ciliature somatique.

Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Vp : Vacuole ;

La barre d’échelle vaut 20pm.

Diagnose : Taille, 215-335 um de long et 80-165 um de large ; ciliature somatique, avec

presque 60% de cinéties sur la face supérieure (58-77 cinéties sur la face supérieur et 41-53




cinéties sur la face inférieure) ; 15-31 vacuoles contractiles disposées en deux rangées de
chaque cété du macronoyau ; macronoyau allongé presque autant que la cellule, 160-285
um de long et 12-22 de large ; micronoyau lenticulaire de 4-10pum pm de diamétre sur le

coté gauche du macronucleus ; dans les annélides oligochétes.

I11-1-1-3- Famille des Radiophryidae de Puytorac, 1972.

Caractérisée par un corps aplati dont toute la face inférieure porte des fibres
squelettiques longeant la plus grande partie du trajet des cinéties.
I11-1-1-3-1- Genre Paracoelophrya de Puytorac, 1969.

Le corps porte a sa partie antérieure un crochet peu proéminent, placé sur une sorte
d’¢lément en V dont les branches forment un angle presque plat sur laquelle fait insertion,
unilatéralement des fibres squelettiques courtes.

I11-1-1-3-1-1- Paracoelophrya falcifera n. sp.

Ce cilié appartient a I’ordre des Hoplitophryida Chessin, 1930 em., de Puytorac,
1972, a la famille des Radiophryidae de Puytorac, 1972, et a la sous-famille des
Metaracoelophryinae de Puytorac, 1972. Il est cylindroide et arrondi a ses deux extrémités.

Il mesure 115-203 X 96-160 um. Il présente une Iégére constriction équatoriale (Fig. 21A, B

( (/( Hl)l

Figure 21 : Paracoelophrya falcifera n. sp.

A : coloration au DAPI (X 200); B : ciliature somatique (face inférieure) C: ciliature somatique (face
supérieure). Brsq : branche squelettique ; F : fibres squelettiques ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; S :
ligne de suture; Sspd : systéme sécant postérieur droit; Vp: vacuole pulsatile; Sspg: systéme sécant
postérieur gauche.
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Tres transparent, le cytoplasme présente deux rangées de 4 vacuoles contractiles
chacune, situées de part et d’autre du macronoyau.

Un micronoyau globuleux (1,5 a 4 um de diameétre) flanque un macronoyau axial et
rubané. Ce macronoyau est fréquemment tres éloigné des extremités de la cellule et mesure
en moyenne 159,5 um de longueur sur 5,2 um de largeur.

On dénombre 50 a 98 cinéties sur la face inférieure, et 51 a 79 cinéties sur la face
supérieure. Au pdle antérieur, on trouve une zone de suture des cinéties en forme d’accolade
se prolongeant latéralement par deux systemes sécants (Fig. 21B). Le raccord des stries
ciliaires au pole postérieur dessine une ligne de suture se prolongeant en fourche par deux
systémes sécants de chaque cOté. Du coté droit, I'un des systémes sécants remonte
considérablement sur la face inférieure. Du c6té gauche, la fourche formée par le
prolongement des deux systémes sécants s’observe nettement (Fig. 21C).

Au pole antérieur et toujours légérement déporté sur la face inférieure, on observe un
appareil squelettique formé par un élément en V dont les branches inégales forment un
angle presque plat. Il a une architecture dissymétrique, car uniquement sur la branche
gauche, s’insére une quinzaine de fibres squelettiques situées dans le prolongement des
cinéties. Le sommet de 1’élément en V porte une pointe légérement recourbée (Fig. 21B).
Diagnose : Vit dans I’intestin antérieur d’Alma nilotica ; cellule cylindroide, arrondie a ses
deux extrémités : 115 - 190 X 110 - 203 um. Deux rangées de 8 a 16 vacuoles contractiles ;
50 - 98 cinéties sur la face supérieure, 51 - 79 cinéties sur la face. Présente une légére
torsion de sa moitié antérieure
Localisation géographique : I’hote est récolté sur les berges de la riviere Mya (affluent de
la Mefou) a Nkolda, a environ 16 Km au S-SW de Yaoundé. (Caracteéristiques écologiques
dusol : pH : 4,1 ; Humidité : 35,36% ; Matiere organique : 12,6%).

I11-1-1-3-2- Genre Metaracoelophrya de Puytorac et Dragesco, 1968
La cellule est plus ou moins ovoide et porte une ciliature dense. Le cytosquelette est
constitué par une branche squelettique en « V » sur laquelle s’appuient des fibres dont les

trois a cing premieres, axiales sont plus robustes.
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111-1-1-3-2-1- Metaracoelophrya almae n. sp.
C’est une cellule ovoide (Fig. 22 A) ou sphéroide de petite taille (Fig. 22 B), arrondie

a ses deux poles. Pendant I’intercingse, elle mesure 95-125 x 70-102 pm.
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Figure 22: Metaracoelophrya almae n. sp.

A : Morphologie générale (forme ovoide) ; B : Morphologie générale (forme sphéroide) ; C : Ciliature de la
face inférieure ; D : Ciliature de la face supérieure.

Brsq : branche squelettique ; F : fibres squelettiques ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; S: ligne de
suture ; Sspd : systéme sécant postérieur droit; Sspg : systéme sécant postérieur gauche ; Vp : vacuole

pulsatile ; Ssad: systéme sécant antérieur droit ; Ssag: systéme sécant antérieur gauche.

Elle présente un macronoyau axial et rubané et un micronoyau lenticulaire et médian
de 3,0 um de diametre. L’appareil excréteur est formé par 2 rangées de 8 a 16 vacuoles
disposées de part et d’autre du macronoyau. Deux formes se distinguent : la forme ovoide
(114,8 pum de long sur 108,1 um de large) et la forme sphéroide (111,4 um de long sur 86
pum de large).
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Le revétement ciliaire est constitué par une quarantaine de cinéties bipolaires
recouvrant uniformément chaque face (Fig. 22 C, D). Elles déterminent au pole postérieur,
une aire glabre trés discrete, prolongée par deux systémes sécants 1’un a droite et 1’autre a
gauche. Au pole antérieur, on observe une ligne de suture recourbée en arc dissymétrique.
Cette zone de raccord se prolonge en deux systemes sécants, I’un a droite et ’autre a
gauche. L’appareil squelettique est formé par une branche squelettique arquée.

Cette branche est toujours plus longue du c6té du micronoyau et porte de ce c6té une
dizaine de fibres squelettiques formées par simple épaississement des cinéties. Le
cytosquelette est Iégérement déporte du coté de la face inférieure (Fig. 22A, B).

Diagnose : Commensal du tube digestif d’Alma emini. Cellule tantét ovoide tant6t
sphéroide : 95 - 125 X 70 - 102 um. Deux rangées de 8 a 16 vacuoles pulsatiles. 39 - 55
cinéties sur la face supérieure ; 38 - 49 cinéties sur la face inférieure. 11 - 16 fibres
squelettiques. Colonise toutes les régions antérieure et moyenne de 86,66 % d’Alma de
petite taille récoltés a Nkolbikobo avec une abondance de 62 ciliés par ver.

Localisation géographique : ’hote est récolté sur les berges de la riviere Mia (affluent de
la Mefou) a Nkolda, a environ 16 Km au S-SW de Yaoundé. (Caractéristiques écologiques
dusol : pH: 4,1 ; Humidité : 35,36% ; Matiere organique : 12,6%).

111-1-1-3-2-2- Metaracoelophrya ebebdae n. sp.

De forme ovoide, la cellule mesure en moyenne 199 um de long sur 159,5 um de large

pendant I’interphase (Fig. 23).
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Figure 23: Metaracoelophrya ebebdae n. sp. s

A : Morphologie générale ; B : Ciliature de la face inférieure ; C : Ciliature de la face supérieure
Brsq : branche squelettique ; F : fibres squelettiques ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; S: ligne de
suture ; Sspd : systéme sécant postérieur droit; Sspg: systéme sécant postérieur gauche ; Vp : vacuole

pulsatile ; Ssad: systéme sécant antérieur droit ; Ssag: systéme sécant antérieur gauche.
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Elle a un macronoyau filiforme, axial et légérement éloigné des pobles. Ce
macronoyau porte, presque plaqué contre lui, dans la partie médiane, un micronoyau de
faible diamétre (2,3 um). 7 a 16 vacuoles contractiles se disposent en deux rangées de 3 a 8
vacuoles chacune de part et d’autre du macronoyau.

Les cinéties sont tres serrées, longitudinales et régulierement espacées. On en compte
173 a 243 au total. Les raccords antérieur et postérieur des cinéties des deux faces se
prolongent longuement en deux systémes sécants chacun (Fig. 23 B, C).

Son appareil squelettique, axialement situé au pole antérieur de la cellule, est
constitué par un élément en V dont I’une des branches est pratiquement inexistante (Fig.
23A, B). Il porte, uniquement du c6té gauche, 15 a 25 fibres squelettiques situées dans le
prolongement des cinéties. Les 4 a 5 fibres situées dans 1’axe sont plus longues. Cette
longueur diminue progressivement jusqu’a I’extrémité effilée de la branche squelettique.
Diagnose : Vit dans I’intestin d’Alma nilotica. Cellule ovoide : 145 - 225 X 125 -190 pum.
Deux rangées de 7 a 16 vacuoles pulsatiles. 89 -123 cinéties sur la face supérieure. 87 - 122
cinéties sur la face inférieure. 15 - 22 fibres squelettiques. Fréquent et abondant chez leur
hote, (ils sont retrouvés dans 96,66 % de vers, avec une abondance de 283 ciliés par ver).
Localisation géographique: 1’hote est récolté sur les berges du fleuve Sanaga a Ebebda, a
60 Km au nord de Yaoundé. (Caracteéristiques du sol : pH : 4,9 ; Humidité : 33,6% ; Matiére
organique : 2,7%).

111-1-1-3-2-3 Metaracoelophrya intermedia de Puytorac et Dragesco, 1969

Appartenant au genre Metaracoelophrya de Puytorac et Dragesco, 1969, il a une
forme ovoide et présente un p6le postérieur tres arrondi. Son pdle antérieur est Iégerement
allongé. Elle mesure en moyenne 287,2 um de long sur 280,7 um de large. On observe une
légere convexité de la face dorsale. Le cytoplasme présente une trentaine de vacuoles
particulierement réfringentes et disposées sans ordre évident autour du macronoyau,
présentant des digitations plus ou moins marquées dans sa moitié antérieure. Tres allongé et
axial, ce macronoyau a une longueur moyenne de 227,83 um pour une largeur de 17,07 pum.
Le micronoyau, tres petit (3,87 um de diamétre), est difficilement décelable et excentré par
rapport au macronoyau situé dans la région équatoriale de la cellule (Fig. 24A et B). Le plan
de division, équatorial scinde également la cellule en deux tomites de taille comparable.

La ciliature est trés dense et les stries ciliaires sont trés serrées. La face lIégérement

convexe porte 268 cinéties méridiennes et longitudinales. La face inférieure en porte 257.
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Leur raccord antéricur s’effectue suivant une longue ligne de suture dont les extrémités
latérales se prolongent en 2 systemes secants trés développés dont celle de gauche atteint la
région équatoriale de la cellule. Au pbéle postérieur, les cinéties de la face inférieure se
raccordent avec celles de la face opposee, selon deux systémes sécants développés. On note
un décalage entre les cinéties axant ces deux systémes sécants avec les systéemes sécants
antérieurs correspondant, toujours sur la face inférieure, on peut remarquer que dans la zone
axiale, une trentaine de cinéties n’atteignent pas la ligne de suture antérieure, déterminant
une aire triangulaire occupée par le cytosquelette (Fig. 24C).

Le cytosquelette est constitué par une hampe ayant la forme d’un V dissymétrique
situé dans le plan sagittal de la cellule. Cette hampe coiffe ’apex de la cellule. La branche la
plus longue porte une quarantaine de fibres squelettiques, les 4 a 5 premiéres étant plus
robustes et repliées en arceaux s’appuyant a la base de la partie coudée de cette hampe (Fig.

24B).
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Figure 24 : Metaracoelophrya intermedia

A- Morphologie générale (observation vitale en contraste de phase. X200) ; B : morphologie générale ; C:
Ciliature somatique

Aga : aire glabre antérieure ; Cyt : Cytosquelette ; Cr : crochet ; F : fibres squelettiques ; Mi : micronoyau ;
Mn : macronoyau ; S: ligne de suture; Sspd: systéme sécant postérieur droit; Sspg: systéme sécant
postérieur gauche ; Vp: vacuole pulsatile ; Ssad: systéme sécant antérieur droit; Ssag: systeme sécant

antérieur gauche.

I11-1-1-3-3- Genre Coelophrya de Puytorac et Dragesco, 1969.
Cellule plus ou moins ovoide. La ciliature tres dense présente plusieurs systemes

séquents. L’appareil squelettique est formé par un cytosquelette constitué d’une branche
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squelettique en V trés aplatie portant unilatéralement des fibres squelettiques repliées en une
gouttiere qui se prolonge du péle antérieur au pble postérieur.

I11-1-1-3-3-1- Coelophrya coronata Fokam, Ngassam, Boutin et Zébaze, 2008

Ce Cilie appartient au genre Coelophrya caractérisé par un corps ovalaire pourvu sur
sa face inférieure d’un élément en V aplati et dissymetrique portant des fibres dont certaines
s’épaississent sur une partie de leur trajet pour former 1’armature en arceaux d’une goutticre
non ciliée (de Puytorac et Dragesco, 1969).

La cellule, de forme réguliere et peu allongée, est Iégérement ovoide (Fig. 25 A). En
dehors des périodes de division, elle mesure en moyenne 190 um de long sur 160 um de
large. Trés aplatie, elle présente un cytoplasme transparent dans lequel on trouve 13 a 24
vacuoles pulsatiles de taille variable et réparties sans ordre évident autour d’'un macronoyau
central et treés allongé qui n’atteint pas les poles de la cellule. Le macronoyau est excentré
par rapport au plan de symétrie bilatérale de la cellule et mesure en moyenne 127,7 x 12,6

pm. Il est flanqué d’un micronoyau lenticulaire et médian de 4,37 pm de diametre.

i
Vi
A

"

eI

el .
W AT
‘1&'%’““?"‘

Figure 25: Coelophrya coronata Fokam, Ngassam, Boutin et Zébazé, 2008
A : observation vitale en contraste de phase (X200) ; B : ciliature somatique
Brsq : branche squelettique ; F: fibres squelettiques ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; S: ligne de

suture ; Sspd : systéme sécant postérieur droit ; Vp : vacuole pulsatile.

Apres imprégnation argentique, on observe chez ce Cilié une couronne ecto-

endoplasmique gréle, marquant une séparation nette entre les deux faces (Figs. 25A et B).




Le revétement ciliaire de la face supérieure est régulier et présente 137 stries ciliaires
Iégerement spiralées.

Au pble antéro-inférieur, le raccord avec les 135 cinéties de la face inférieure dessine
une ligne de suture en forme d’accolade qui se prolonge en deux systémes sécants latéraux
dont un systeme antérieur droit, particulierement long, qui se termine dans la zone
équatoriale de la cellule. Au péle postérieur, la ligne de suture rejoint du coté droit la
couronne ecto-endoplasmique, et se prolonge du cété droit par un court systéme sécant
déporté sur la face inférieure. La 4° strie, a droite de la strie axiale du systéme sécant
postérieur, aboutit au centre du systeme sécant antérieur (Fig. 25B); en d’autres termes, les
systémes sécants postérieur et antérieur sont décalés de 4 cinéties.

Le cytosquelette est 1’un des éléments les plus remarquables de cette espece. Sur le
vivant, sa forte réfringence le rend nettement visible. Il comprend chez C. coronata
I’élément en V, classique des Radiophryinae, dont les branches, trés aplaties, sont de
longueur inégale (Fig. 26). Celle de gauche, la plus longue, porte 20 a 26 fibres
squelettiques qui s’étendent en s’amenuisant jusqu’a son extrémité. Du c6té droit, des fibres
analogues (53 en moyenne), localement épaissies, se replient en arceaux, formant une
gouttiere axiale de 151 pm de longueur, partant presque perpendiculairement par rapport a
la branche gauche de I’élément en V apical. Cette gouttiere forme une sorte de canal

longitudinal Iégérement élargi aux deux extrémités.
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Figure 26: Morphologie générale de Coelophrya coronata Fokam, Ngassam, Boutin et Zébazé, 2008
Ce: couronne ectoplasmique; F: fibres squelettiques; Gt: gouttiere; Mi: micronoyau; Mn:

macronoyau ; Vp : vacuole pulsatile.
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Diagnose : Cellule sphéroide mesurant 165 - 215 sur 130 - 200 pum. 13 - 24 vacuoles
pulsatiles dispersées sans ordre dans tout le cytoplasme. 137 - 160 cinéties sur la face
supérieure. 135 - 160 cinéties sur la face inférieure. Gouttiere rectiligne de 140 a 165 um de
longueur, portant 16 a 26 fibres squelettiques. Présence d’une couronne ecto-
endoplasmique.

Localisation : Cilié commensal du tube digestif d’Alma nilotica vivant dans le sol des
berges du fleuve Mefou a Nkolda, a environ 20 km au S-SW de Yaoundé. Caracteristiques
écologiques du sol : pH : 4,1 ; Humidite : 35,4% ; Matiére organique : 12,6%. La fréquence
d’infestation est de 86,7 % pour une abondance moyenne de 89 individus par Ver.

Dépodt des types : Une préparation microscopique contenant une dizaine d’individus, a été
déposée au Muséum d’Histoire Naturelle de Toulouse et conservée sous le numéro MHNT.
Z00.2009.1.1.

111-1-1-3-3-2- Coelophrya ovales Fokam, Ngassam, Boutin et Zébazé, 2008

La cellule, ovoide et trés peu allongée (Fig. 27A), mesure en moyenne 163 um de
long sur 153,7 um de large. Un nombre réduit de vacuoles (6 a 12) sont disposées sur deux
rangées paralleles de 3 a 6 vacuoles chacune, situées de part et d’autre d’'un macronoyau

légérement excentré par rapport a I’axe de symétrie bilatérale de la cellule. Les extrémités

du macronoyau n’atteignent pas la proximité des pdles de la cellule.

Figure 27: Coelophrya ovales Fokam, Ngassam, Boutin et Zébazé, 2008
A : morphologie générale ; B : ciliature somatique et disposition du cytosquelette.
F : fibres squelettiques ; Gt : gouttiére ; Sa et Sp : lignes de suture antérieure et postérieure ; Sspd : systeme

sécant postérieur droit ; Sspg: systéme sécant postérieur gauche ; Ssad: systeme sécant antérieur droit.




Le micronoyau globuleux (5,8 um de diamétre en moyenne) est relativement éloigné
du macronoyau qui mesure en moyenne 131,4 um de long sur 11,3 um de diamétre. Une
gouttiere rectiligne et étroite traverse longitudinalement toute la face inférieure de la cellule.
Les cinéties sont serrées (129 a 158 cinéties par face) et de forme sigmoide sur la face
inférieure (Fig. 27B).

Les cinéties des deux faces s’affrontent antérieurement suivant une ligne de suture en
accolade qui se prolonge longuement du cété droit par un systeme sécant bien développé.
Au poéle postérieur, la ligne de suture est courte et se prolonge a chaque extrémité par deux
systémes sécants ayant 1’allure d’une fourche.

Le cytosquelette est constitué par un élément en V aux branches tres aplaties, portant
du c6té gauche 12 fibres squelettiques situées dans le prolongement des cineéties. La branche
droite de I’¢élément se prolonge par une gouttiere longitudinale réguliére de faible diametre

et formée par 71 fibres squelettiques repliées en arceaux (Fig. 27).

Diagnose : Cellule sphéroide mesurant en moyenne 163 x 152,7 um. Deux rangées de 6 a
12 vacuoles pulsatiles. Au minimum 129 a 133 cinéties réguliéres par face (maximum 154 a
158). Gouttiere rectiligne et étroite sur la face inférieure. 15 a 22 fibres squelettiques.
Localisation : Espéce commensale du tube digestif d’Oligochétes Alma nilotica récoltés sur
les berges du fleuve Sanaga a Ebebda, a 60 km au nord de Yaoundé. Caractéristiques
écologiques du sol : pH : 4,9; Humidité : 33,6% ; Matiere organique : 2,7%. La fréquence
d’infestation n’est que de 40 % et I’abondance moyenne est de 43 Ciliés par Ver.

Dépdt des types : Une préparation microscopique contenant une dizaine d’individus, a été
déposée au Muséum d’Histoire Naturelle de Toulouse et conservée sous le numéro MHNT.

Z00.2009.1.2.

I11-1-1-3-3-3- Coelophrya ebebdensis Fokam et al., 2008

Sur le vivant, cet infusoire est caractérisé par la présence, sur sa face inférieure,
d’une gouttiere longitudinale courbe et relativement courte, et en continuité avec le faisceau
antérieur de fibres squelettiques. La cellule est ovoide et présente une extrémité antérieure
arrondie, plus large que I’extrémité postérieure 1égérement en pointe (Fig. 28). Pendant
I’interphase, elle mesure 80 a 160 um de long sur 57 a 107 um de large. L’appareil nucléaire
se compose d’un macronoyau axial, rubané de 88,5 um de long sur 8,6 um de large en

moyenne, et d’un micronoyau globuleux de 4,3 um de diamétre, localisé dans le plan
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équatorial de la cellule. Les vacuoles contractiles sont disposées en deux rangées

longitudinales de 2 a 5 éléments chacune, situées de part et d’autre du macronucléus.

On compte 47 a 51 cinéties méridiennes sur chacune des deux faces de la cellule. On
note une légere courbure sigmoide des cinéties de la face inférieure. La ligne de suture
antérieure dessine un S dont I’extrémité, du coté gauche de la face ventrale, se prolonge
jusqu’au niveau équatorial de la cellule en un systéme sécant développé. Au péle postérieur,
la ligne de suture, arquée, se prolonge et remonte considérablement sur les bords latéraux de
la cellule. Chaque extrémité de cette ligne de suture forme deux systémes sécants (Fig.
28B).

Figure 28: Coelophrya ebebdensis Fokam, Ngassam, Boutin et Zébazé, 2008
A : morphologie générale ; B : ciliature somatique et disposition du cytosquelette.

F : fibres squelettiques ; Gt : gouttiére ; Sa: ligne de suture antérieure; Sspg: systéme sécant postérieur

gauche ; Ssag: systéme sécant antérieur gauche.

L’appareil squelettique est constitué par un élément en V portant antérieurement, du
coté droit, 11 a 16 fibres squelettiques et, du c6té gauche, 26 a 35 fibres repliées en arceaux
et formant une gouttiere longitudinale plus courte que le macronoyau, dépassant tres peu le

plan équatorial de la cellule (Fig. 28A).
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Diagnose : Cellule nettement ovoide, plus étroite a son extrémité postérieure atteignant 80 a

160 um de long et 57 a 107 um de largeur. Deux rangées de 4 a 11 vacuoles pulsatiles; 41 —

54 cinéties sur la face supérieure, 47 a 63 sur la face inférieure. 11 - 16 fibres squelettiques.

Goulttiere rectiligne formeée par 26 a 35 fibres.

Localisation : Commensal du tube digestif d’Oligochétes Alma nilotica récoltés le 8

décembre 2006, sur les berges du fleuve Sanaga a Ebebda, a environ 60 km au nord de

Yaoundé. Caractéristiques écologiques du sol : pH: 4,9 ; Humidité : 33,6% ; Matiére

organique : 2,66%. La fréquence d’infestation est de 100%, avec une abondance €levée, en

moyenne 223 Ciliés par Ver.

Dépot des types : Une préparation microscopique contenant une douzaine d’individus, a été

déposée au Muséum d’Histoire Naturelle de Toulouse et conservée sous le numero MHNT.
Z00.2009.1.3.

Le tableau suivant présente des especes connues dans les genres Paracoelophrya et

Metaracoelophrya, 1’origine des hotes de leur premiére description et les traits saillant de

leur morphologie.

Tableau VI: Présentation synoptique des caractéristiques des ciliés des genres Paracoelophrya et
Metaracoelophrya.

P. intermedia P. almae P. falcifera n.sp. M. almae n.sp M. ebebdae n.sp
115-203 x 96-160
Tailleenpym 100 x 60 80 x 51 Constriction 95-125 x 70-102 09 x 159en
équatoriale moyenne
Vacuoles 2 rangées 1 rangée 2 rangées 2 rangées 2 rangées

Cytosquelette

Cinéties

Systemes
sécants

Origine

Petit crochet +
15 fibres courtes

120-123

2 systemes
sécants
antérieurs longs
4 systémes
sécants
postérieurs

Alma emini
Gabon

cytosquelettea
péine marqué

82-85

2 systémes
sécants antérieurs
courts 4 systémes
sécants
postérieurs

Alma sp.
Gabon

Petit cytosquelette
+ 18 fibres

130-148

2 systémes sécants
antérieurs longs 4
systemes sécants
postérieurs

Alma nilotica
Cameroun

En forme de « V »
dissymétrique +
10 fibres

78-82

2 systémes
sécants courts
antérieurs

2 systémes
sécants
postérieurs

Alma emini
Cameroun

En forme de « V »
trés dissymétrique
24 fibres

173-248

2 systémes sécants
longs antérieurs 2
systémes sécants
postérieurs

Alma emini
Cameroun
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I11-1-1-3-4- Genre Dicoelophrya de Puytorac et Dragesco, 1969
Le corps aplati, arrondie en avant, est tronqué ou fourchu fourchu a la partie

postérieure. Le cytosquelette est constitué par une hampe courte portant des fibres
squelettiques. D’autres s’épaississent localement pour les arceaux d’une gouttiere en fer a

cheval dont les branches descendent le long des parties latérales.

111-1-1-3-4-1- Dicoelophrya almae de Puytorac et Dragesco, 1969
Ce Cilié a une colonise la partie distale de I’intestin moyen d’Alma emini récolté a

Ebebda, Nkolbikogo et Nkolda, la fréquence est de 100 % (presque tous les vers analysés en
sont porteurs). Avec une abondance de 72 ciliés par ver a Ebebda. La fréquence de ce Cilié
et son abondance ont des valeurs comparables pour les stations de Nkolbikobo et Nkolda
c’est a dire respectivement 86,66 % et 147 ciliés par ver.

Il a une forme genérale en cloche, arrondie au p6le antérieur et présentant un pole

postérieur fourchu (Fig. 29A, C, D).
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Figure 29: Dicoelophrya almae de Puytorac et Dragesco, 1969
A : Morphologie générale ; B : détail du pdle antérieur ; C : Ciliature de la face inférieure ; D : Ciliature de la

face supérieure. Brsq: branche squelettique ; Cr: crochet; Ep: épine; F: fibres squelettiques; Gt:

gouttiére ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Vp : vacuole pulsatile.
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Le macronoyau est Iégerement oblique et excentré. La moitié antérieure porte des
digitations plus ou moins marquées (Fig. 29A, 30A). Il est flanque dans sa zone équatoriale

par un micronoyau lenticulaire de 4 um de diametre.
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Figure 30: Photographies de Dicoelophrya almae de Puytorac et Dragesco, 1969

A : morphologie générale. Image prise en microscopie a fluorescence aprés coloration de 1’appareil nucléaire
au DAPI (bleu) ; B: topographie générale de la gouttiere ; C: détail du pdle antérieure; D : mise en
évidence de la branche squelettique (crochet). Images prises en microscopie électronique a balayage ; E :
détail du pole postérieur gauche montrant une topographie de la gouttiére (observation vitale en contraste de
phase) X1000. Cr: crochet ; Ep : épine ; F : fibres squelettiques ; Gt : gouttiére ; Mn : macronoyau ; Vp :

vacuole pulsatile.

Sur la face inférieure, en moyenne 160 cinéties sont légérement radiaires et
s’affrontent dans la région axiale en un systéme sécant postérieur. Les cinéties du coté
gauche et celles du coté droit s’affrontent au pole antérieur en un court systéme sécant trés
caracteristique (Fig. 29C). Sur la face supérieure, les cinéties recouvrent la cellule de
maniere homogene et s’affrontent postérieurement en un systéme sécant excentré du coté

gauche (Fig. 29D).
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L’appareil squelettique est constitué de 160 fibres squelettiques dont les arceaux sont
recourbés de maniére non symétrique a leurs extrémités, formant ainsi 2 levres recouvrant
les bords d’une dépression qui constitue la gouttiére (Fig. 30E). Le diametre de cette
gouttiere diminue progressivement vers son extrémité postérieure (Fig. 29A, 30A, B).

La gouttiere en fer a cheval est surmontée dans sa partie axiale d’une hampe sur
laquelle s’appuient une quinzaine de fibres squelettiques, dont les 4 premieres du c6té droit
sont particulierement robustes (Fig. 29B ; 30C). Cette hampe en faucille est courte et plus
effilée du c6té gauche. Elle se replie Iégérement a son extrémité droite en un crochet
puissant (Fig. 29B, Fig. 30E, 30C, D).

111-1-1-3-4-2- Dicoelophrya nkoldaensis n. sp.

C’est un cilié arrondi au pOle antérieur et tronqué au péle postérieur (Fig. 31A). La
face supeérieure est nettement convexe. La face inférieure est legérement aplatie et porte une
gouttiere adhésive repliee en forme de fer a cheval, marquée par une dépression. Une
vingtaine de vacuoles s’éparpillent dans le cytoplasme et sans ordre précis de part et d’autre
du macronoyau. Ce dernier est axial et legérement éloigné des p6les (108 um de long pour
un diameétre de 13,6 um). Le macronoyau porte des digitations plus ou moins marquées ; il
est flanqué d’un micronoyau globuleux ou lenticulaire de 4 pm de diametre et situé¢ dans la
zone équatoriale de la cellule (Fig. 31A). La cellule est douée d’une grande mobilité et

d’une grande faculté¢ d’adhérence au substrat.

|
fl
It

Figure 31: Dicoelophrya nkoldaensis n. sp.
A : Morphologie générale (observation vitale en contraste de phase) x400 ; B : Ciliature somatique.
Mi : micronoyau ; Mn: macronoyau ; Ssag: systéme sécant antérieur gauche ; Sspd: systéeme sécant

postérieur droit ; Sspg : systeme sécant postérieur gauche ; Vp : vacuole pulsatile.
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La ligne de suture antérieure est déportée sur la face inférieure et se prolonge du coté
gauche par un long systéeme sécant, du coté droit, cette ligne de suture se confond avec
I’emplacement de la gouttiére dont elle limite le bord antérieur. Entre les branches de la
gouttiere on compte environ 75 cinéties limitant au pble postérieur une ligne de suture qui
se prolonge en deux systemes sécants courts.

Au pble antérieur, ces cinéties terminent leur course dans le prolongement des fibres
squelettiques dont ils sont I’émanation (Fig. 31B). Le reste de la cellule est recouvert de
maniere homogene par pres de 122 cinéties.
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Figure 32: cytosquelette de Dicoelophrya nkoldaensis (observation vitale en contraste de phase)
A : disposition de la gouttiere. X 400 ; B : detail de la branche squelettique x1000.
Brsq : branche squelettique ; F : fibres squelettiques ; Gt : gouttiere ; Mn : macronoyau ; Vp : vacuole

pulsatile.

Le cytosquelette est constitué par une branche squelettique robuste (élément en V
classique des Metaracoelophryinae). Elle est repliée en son extrémité gauche en 2 crochets
dont I’'un moins développé, se prolonge dans la ligne de suture antérieure gauche. Sur cette
hampe s’appuie une quinzaine de fibres squelettiques qui se prolongent dans une dépression

de la face inférieure de la cellule. C’est cette concavité qui s’étend latéralement en 2
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«rigoles » formées de fibres squelettiques repliées en arceaux constituant une gouttiére
dissymétrique en forme de cloche dont la branche droite est legérement plus longue (Fig.
32A ; 32B). On compte au total 71 fibres squelettiques dans cette gouttiére.

Diagnose : Vit dans I’intestin d’Alma emini. Cellule ovoide : 132 - 220 X 90 - 210 ym. une
vingtaine de vacuoles pulsatiles dispersées dans le cytoplasme et sans ordre apparent. 108 -
136 cinéties sur la face supérieure. 67 - 74 cinéties sur la face inférieure. 67 - 74 fibres
squelettiques (tableau V). Spécifique des vers de petite taille de Nkolda. (Fréquence :
96,66 % ; abondance : 132 ciliés par ver)

Localisation géographique: 1’hote est récolté sur les berges de la riviere Mia (affluent de la
Mefou) a Nkolda, a environ 16 Km au S-SW de Yaoundé. (Caractéristiques du sol : pH :
4,1 ; Humidité : 35,36% ; Matiére organique : 12,6%).

111-1-1-3-4-3- Dicoelophrya mediovacuolata n. sp.

Ce cilié n’a pu étre récolté que chez les Alma de petite taille d’Ebebda. 11 est de trés
petite taille (60 um de long sur 50 um de large) comparé aux autres especes du méme genre.
La cellule a un péle antérieur arrondi et pble postérieur tronqué. Le macronoyau excentré a
la forme d’une massue arquee, flanqué équatorialement par un micronoyau globuleux, qui
lui est presque accolé. L’appareil vacuolaire est constitué par une rangée axiale et

longitudinale de 4 a 8 vacuoles pulsatiles (Fig. 33).

A : Morphologie générale ; B : Ciliature de la face inférieure ; C : Ciliature de la face supérieure.

Brsq : branche squelettique ; Cr: crochet; Ep : épine; F: fibres squelettiques ; Gt: gouttiere; Mi:
micronoyau ; Mn : macronoyau ; Ssag : systéme sécant antérieur gauche ; Sspg : systéme sécant postérieur

gauche ; Vp : vacuole pulsatile.
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Figure 34: Dicoelophrya mediovacuolata (images obtenues par déconvolution) X1000
A : Détail de la Branche squelettique (Brsq), avec les deux crochets : Cr;, Cr, ; F : Fibre.
B : Détail des fibres squelettiques de la gouttiére. Gt : gouttiére.

Diagnose : Commensal du tube digestif d’Alma nilotica. 132 - 220 X 90 - 210 pm. une
vingtaine de vacuoles pulsatiles dispersees dans le cytoplasme et sans ordre apparent. 72 -
103 cinéties sur la face supérieure. 53 - 79 cinéties sur la face inférieure. 53 - 79 fibres
squelettiques.

On note une forte fréquence d’infestation (93,33% des vers étudiés en sont porteurs), mais
une faible abondance (en moyenne sept spécimens par ver).

Localisation géographique: I’hote est récolté sur les berges du fleuve Sanaga & Ebebda, a
60 Km au nord de Yaoundé. (Caractéristiques du sol : pH : 4,9 ; Humidité : 33,6% ; Matiére
organique : 2,7%).

E



Le tableau suivant présente des especes connues dans les genres Dicoelophrya, 1’origine

des hotes de leur premiére description et les traits saillant de leur morphologie.

Tableau VII: Présentation synoptique des caractéristiques des ciliés du genre Dicoelophrya.

D. calliste D. almae D. nkoldaensis n. sp  D. mediovacuolata n. sp
Taille en um 85-120 x 45-60 120-180 x 90-100 132-220 x 90-210 37-59 x 30-50
Vacuoles 2 rangées 2 rangées disséminées 1 rangée axiale
Hampe 10 um +12  Hampe 10pm + 12 Hampe + 13 Hampe + 11- 15
Cytosquelette fibres fibres fibres fibres
Cinéties 170-180 280 en moyenne 200 en moyenne 168 en moyenne
Goulttiere Goulttiere Goulttiere presque Goulttiere
Gouttiere dissymétrique, 20- dissymétrique, 142- symétrique, 71 dissymétrique, 64
22 arceaux 160 arceaux arceaux arceaux
Origine Alma emini Alma sp Alma sp Alma sp
g Gabon Gabon et Cameroun Cameroun Cameroun

- Evolution du cytosquelette dans la famille des Radiophryidae

Les quatre genres connus chez les Metaracoelophryinae, sont tous endocommensaux
des Oligochétes Glossoscolecidae, forment un ensemble homogene dans lequel de Puytorac
(1972), notait une régression de I’ensemble du cytosquelette chez les Paracoelophrya.

La figure 29 permet en effet, une observation du squelette de quelques genres de
Radiophryidae de Puytorac, 1972. Radiophrya Rossolimo, 1926, Metaradiophrya
Hedenreich, 1935, Cheissinophrya de Puytorac, 1969, Dicoelophrya de Puytorac et
Dragesco, 1969, Coelophrya de Puytorac et Dragesco, 1969, Paracoelophrya de Puytorac,
1969, dont nous rappelons les caractéres suivants : dans tous les genres, la cellule est
pourvue a la partie antérieure de ce que de Puytorac a nommé un €lément en V, d’ou
partent, sur la face inférieure, des fibres squelettiques ecto-endoplasmiques longeant les
cinéties.

Chez Radiophrya (Fig. 35A), les deux branches de 1’élément en V sont symétriques
et les fibres s’étendent sur la plus grande partie de la face inférieure.

Chez Metaradiophrya (Fig. 35B), la branche droite du V est une hampe robuste
terminée par un crochet massif qui donne insertion a une série de fibres. La branche gauche
résulte de la juxtaposition des extrémités antérieures des fibres puissantes dans la région
médiane de la cellule et diminuent de diamétre vers la gauche. L’ensemble des fibres

s’étend sur une grande partie de la face inférieure.

)



Chez Cheissinophrya (Fig. 35C), on retrouve la hampe droite trés puissante avec un
crochet marqué. Depuis la base de ce dernier et sur la gauche, un filin de petit diamétre, a
peu prés symétrique de la hampe, est suivi vers la gauche de fibres dont le diamétre va en
diminuant. La partie gauche de I’élément en V réduite ne porte que de courtes fibres.

Chez Dicoelophrya (Fig. 35D), la hampe courte, pourvue d’un crochet porte une
série de fibres médianes. Sur les cotés droit et gauche, les fibres s’épaississent localement en
un arceau et leur succession forme une gouttiére. Les gouttiéres droite et gauche se
réunissent en un ensemble en fer a cheval.

Chez Metaracoelophrya (Fig. 35E), la partie droite de 1’élément en V est peu
marquée mais il y a un crochet massif. Sur la droite de 1’élément en V sont insérées des
fibres en rideaux de plus en plus courts vers la droite et correspondant a 1’ensemble d’une
aire thigmotactique. A la base du crochet et vers la gauche (ou la partie gauche de I’élément
en V est une ligne fine) s’insérent quelques fibres puissantes tordues a mi-parcours en forme
d’arceaux, I’ensemble amorcant une gouttiere obliquement dirigée vers la partie postérieure
de la cellule, mais trés loin de I’atteindre.

Chez Coelophrya (Fig. 35F), le cytosquelette est unilatéral et forme une gouttiere
renforcée par des fibres robustes repliées en arcaux. Cette gouttiére s’étend jusqu’a la partie
postérieure ou elle tend a devenir un canal quasi clos, puis une simple dépression.

Chez Paracoelophrya (Fig. 35G), I’élément en V est trés aplati avec une simple
pointe a la jonction d’une partie droite aux fibres non détectables et d’une partie gauche

porteuse de quelques courtes fibres de plus en plus fines vers I’extrémité gauche.
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I11-1-1-3-5- Genre Eudrilophrya Puytorac, 1970

Le corps est trés aplati et sensiblement d’égale diamétre d’un bout a 1’autre, porte
antérieurement et uniquement sur la face inférieure les fibres squelettiques dérivant de
I’épaississement des cinéties. Ces fibres n’aboutissent pas antérieurement sur une piece
squelettique en V.
I11-1-1-3-5-1- Eudrilophrya complanata de Puytorac, 1970

Ce Cilié qui colonise sur toute sa longueur I’intestin d’Eupolytoreutus sp.
(Megascolecidae), appartient a la sous-famille des Eudrilophryinae de Puytorac, 1971. La
cellule est arrondie dans sa partie antérieure et tronquée au p0le postérieur. Tres aplatie et
transparente, elle présente des cotés latéraux grossierement paralleles. En période
d’interphase, elle mesure 155 a 245 um de long sur 125 4 202 pm de large. Elle contient de
volumineux nucléoles et est flanqué d’un micronoyau médian, ayant la forme d’une lentille
biconvexe et mesurant 4 a 6 um de diamétre. Les vacuoles contractiles sont trés nombreuses
(17 a 44) et disposées sans ordre apparent de part et d’autre du macronoyau (Fig. 36A).

Les cinéties sont trés serrées, longitudinales sur la plus grande partie de leur trajet et
n’atteignent pas le pole antérieur occupé par des fibres squelettiques. On compte 130 a 222

cinéties sur la face inférieure et 176 a 315 sur la face supérieure (Fig. 36B).

Figure 36 : Eudrilophrya complanata
A : Morphologie générale ; B : Ciliature somatique
Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Ss : systéme sécant. S : ligne de suture ; Vp : vacuole pulsatile ; f :

fibres ; PP : pole postérieure ; PA : pole antérieur.
A la partie antérieure de la cellule se trouve une zone de suture qui est reportée sur la
face inférieure et qui monte un peu plus du c6té droit. On distingue quatre systemes

sécants : deux antérieurs et deux postérieurs. Les fibres squelettiques sont localisées au pole




antérieur sur les deux faces de cilié. Ces fibres situées dans le prolongement des cinéties
dont elles épousent la forme semblent étre des productions cinétosomiennes cinétodesmales.
Leur nombre est par conséquent équivalent a celui des cinéties.

Sur la face inférieure, ces fibres dont 1’épaisseur diminue progressivement de la
gauche vers la droite de la cellule forment une ligne de suture antérieure qui descend plus
longuement sur le coté gauche du cilié. Ces fibres convergent depuis la paroi latérale gauche
vers la paroi latérale droite ou elles présentent un changement de direction prononcé (Fig.
36B).

Le premier indice de mise en route du processus morphogénétique de bipartition est le
développement des fibres squelettiques dans la région équatoriale de la cellule. Elles sont
beaucoup plus marquées sur la face inférieure que sur la face supérieure. Ces fibres
squelettiques, qui semblent étre des productions cinétosomiennes cinétodesmales, prennent
position dans la région médiane sous le futur plan de division et s’étendent ensuite
progressivement vers les régions latérales pour constituer 1’appareil squelettique de I’opisthe
formé uniquement par un épaississement des cinéties de la face inférieure.

La condensation du micronoyau commence avec 1’apparition de ces fibres dans la
région médiane de la cellule. Elle se poursuit au fur et a mesure de leur progression vers les

régions latérales de la cellule (Fig. 37A).
C

Figure 37: Morphogenese de bipartition chez Eudrilophrya complanata

A : Allongement de la cellule, condensation du micronoyau et formation de la pellicule squelettogene ; B :
Constriction équatoriale du cytoplasme et division du micronoyau ; C : Division de la cellule.

Pr : Proter ; Op : Opisthe ; Pfo : Pimordium des fibres squelettiques de 1’opisthe ; Ss : Systéme sécant ; G :
Gauche ; D : Droite.




Quand le micronoyau achéve sa division, alors commence la formation d’un sillon de
constriction du cytoplasme dans la région équatoriale (Fig. 37B). Trés vite, ce sillon
s’accentue pendant que le macronoyau s’étire de plus en plus et entame sa division. En
méme temps, les systémes sécants : antérieur gauche de 1’opisthe et postérieur droit du
proter se forment avant que la progression du sillon de division n’aboutisse a la séparation
de deux cellules filles. Le macronoyau se divise a son tour et un mouvement de translation
morphogene met en place progressivement les micronoyaux néoformés (Fig. 37C).

La description ci-dessus retrace le mécanisme classique de la fission binaire

transversale connue chez la plupart des Ciliés.

I11-1-1-3-6- Genre Metaradiophrya Heidenreich, 1935.

Le corps présente une face inférieure munie de fibres squelettiques puissantes et
d’une hampe robuste.
111-1-1-3-6- Metaradiophrya simplex n. sp.

La cellule est aplatie sur sa face ventrale et présente une légere convexité sur la face
dorsale. Ses cOtés latéraux sont a peu pres paralléles. Elle mesure 115-223 X 52-150 um. Le
macronoyau est axial et rubané et mesure en moyenne 133,6 um de long pour 18 pum de
large. Le micronoyau, sphérique ou lenticulaire de 5,33 um de diamétre, est situé dans la
zone équatoriale de la cellule. Les vacuoles contractiles dont le nombre varie de 8 a 23, se
répartissent en deux rangées de part et d’autre du macronoyau (Fig. 38A).

Les cinéties méridiennes et longitudinales sont trés serrées sur la face supérieure. Sur
la face inférieure, ces cinéties sont antérieurement renforcées par des fibres squelettiques
situées dans 1’ordonnancement des cinéties dont elles épousent la forme. On compte 57 a
102 cinéties sur la face supérieure de la cellule et 46 a 70 cinéties sur la face inférieure. La
ligne de suture antérieure porte une branche squelettique simple, dépourvue d’épines. Cette
hampe s’interrompt brusquement du co6t¢ droit de la cellule, mais se prolonge
considérablement du co6té gauche (Fig. 38B). Au pole postérieur se trouve une zone de
raccordement des cinéties se déportant le plus souvent sur la face supérieure et montant un
peu plus de chaque c6té. Plus généralement, la topographie ciliaire présente 4 systemes
sécants : deux antérieurs (droit et gauche) et deux autres postérieurs (droit et gauche).

Les fibres squelettiques sont localisées au pdle antérieur et se retrouvent sur une
seule face (Inférieure). Ces fibres sont situées dans le prolongement des cinéties. Leur

nombre est par conséquent équivalent a celui des cinéties de la face inférieure. Formées par




épaississement des cinéties, ces fibres squelettiques semblent étre des productions

cinétosomiennes cmetodesmales (Fig. 38B).
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Figure 38 : Metaradiophrya simplex n. sp.
A : Morphologie générale ; B : Ciliature somatique
Brsq : branche squelettique ; C : cinéties ; F: fibres ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Ss : systeme

sécant. Vp : vacuole pulsatile.
Diagnose : Vit dans le tractus digestif d’Eupolytoreutus sp. ; Cellule aplatie
dorsoventalement, avec des bords latéraux grossierement paralleles. 115 - 223 X 52 - 150
um. Deux rangées de 8 a 23 vacuoles. 44 - 70 cinéties sur chaque face. Branche squelettique
44 3 70 um de long. Fréquence d’infestation de 60 % et une abondance de 141 ciliés par ver.
Le plan de division est légérement sous équatorial. L’allongement de la cellule
marque le premier signe de mise en route des processus de la morphogenese de bipartition.
(La cellule peut atteindre 190,17 um de longueur). L’épaississement et le plissement des
cinéties de la face inférieure dans la zone équatoriale sont suivis de la condensation du
micronoyau. Progressivement, le plissement des cinéties s’accentue et gagne toute la zone
phragmoplastique (Fig. 39A). Cette modification est plus marquée dans la région proche du
micronoyau. Les cinéties se rompent suivant une ligne caracteristique séparant le proter de
I’opisthe. On note alors le début de I’étranglement du cytoplasme de la cellule.
L’¢épaississement des cinéties au poOle antérieur de I’opisthe s’accentue, militant ainsi a la
formation et la mise en place des fibres squelettiques (Fig. 39B). Le micronoyau se divise et
amorce sa migration alors que le macronoyau n’est que légérement affecté¢ par son

amincissement médian (Figs. 39A, B).




L’étranglement du cytoplasme se poursuit et I’on peut déja remarquer le début de la
formation des systéemes sécants droit et gauche, postérieur chez le proter et antérieur chez
I’opisthe. La formation et la mise en place de la branche squelettique de I’opisthe s’opere
progressivement par épaississement de la partie antérieure des cinéties de la face inférieure

avant la séparation des deux tomites (Fig. 39D).
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Figure 39: Morphogenése de bipartition chez Metaradiophrya simplex

A : condensation du micronoyau et formation de la pellicule squelettogéne ; B : division du micronoyau ; C :

Translation morphogéne des micronoyaux ; D : division de la cellule.

Fi : fibres ; Mn : macronoyau ; Mi : micronoyau.

Figure 40: Photographie de quelques étapes de la morphogenése de bipartition chez Metaradiophrya

simplex (Imprégnation au carbonate d’argent ammoniacal).
A : stade de division X 40 ; B: zone fragmoplastique montrant la genése des fibres squelettiques de 1’opisthe

(Fso) X100.
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La conjugaison : Elle débute par I’accolement de deux partenaires par leur zone équatoriale
proche des micronucléi (Fig. 41A, 41B). Les deux conjugues, toujours accolés et de méme
taille ou légérement inégaux, sont placés paralléelement 1’un a ’autre. Il y aurait une série de
deux divisions prézygotiques du micronoyau dont I’une est réductionnelle, aboutissant a la
formation de 4 micronoyaux.

La figure 41 C montre 5 micronoyaux dont I’un plus gros parait étre un syncaryon.
Ceci tient du fait qu’aprés les deux premiéres divisions, il y aurait eu disparition du
micronoyau d’origine. Un micronoyau par division donnerait deux pronucléi (un
stationnaire et 1’autre migrateur) et 1’échange ayant eu lieu, le syncaryon aurait été formé.
Le processus étant suffisamment rare, les ex-conjuguants n’ont pas été repérés par des
variations du nombre du micronoyau. C’est le premier exemple d’une vraie conjugaison
chez les astomes et sans modification du macronoyau. Il y a donc recombinaison des

matériels génétiques de chaque partenaire, puis chacun reprend son aspect et sa vie solitaire.

A

Figure 41: Photographies de quelques stades de la conjugaison chez Metaradiophrya simplex

(Imprégnation au carbonate d’argent ammoniacal) X 40.

A : couple de conjugués soudés, avec début de divisions du micronoyau. B : stade a 4 micronoyaux. C:

Détail de la zone de soudure et d’échange de micronoyaux.

I11-1-1-3-7- Genre Bruchneriella Heidenreich, 1935.
Cellule de taille plutét grande, avec quelques vacuoles en une rangée longitudinale.
Le cytosquelette est formé par une épine dont la base est creusée en une cavité bordée par

des fibres squelettiques.

E



I11-1-1-3-7-1- Bruchneriella eupolytoreuti n. sp.

Ce cilié appartient au genre Buchneriella Heidenreich, 1935 de la famille des
Maupasellidae Cépede, 1910. Il vit dans la partie antérieure du tube digestif d’un ver
Megascolecidae du genre Eupolytoreutus récolté dans les sols humides de la région de
Yaoundé, ou il cohabite avec de nombreuses espéces d’astomes dont Eudrilophrya
complanata. 50 % des vers étudiés en sont porteurs avec une abondance moyenne de 44
ciliés par ver.

La cellule cylindroide et arrondie aux deux extrémités présente une légére convexité
sur la face dorsale. En interphase, elle mesure 98 a 170 um de long pour 45 a 68 um de
large. Le macronoyau, rubané, mesure en moyenne 14 um de large. Il est tres allongé (114
um) et s’étend d’un pole a ’autre dans la région axiale de la cellule. Il est flanqué d’un
micronoyau lenticulaire de 4 um de diamétre (Fig. 42).Pendant I’interphase, le micronoyau
se situe au niveau du tiers postérieur de la cellule dans la majorité des cas. Toutefois, dans
une faible proportion de la population, le micronoyau est équatorial, déterminant ainsi, lors
de la morphogeneése, un plan de division médian. Une rangée de 2 a 9 vacuoles contractiles
longe le macronoyau (Fig. 42C).

Une quarantaine de cinéties méridiennes recouvre uniformément la cellule sur ses
deux faces. Leurs extrémités antérieures délimitent une aire dénudeée circulaire occupée par
le cytosquelette. Dans la région postérieure, les stries ciliaires convergent et déterminent une
aire glabre discrete (Fig. 42D).

L’extrémité antérieure porte un appareil squelettique qui occupe toute la région apicale
mais, est legérement déporté du c6té de la face inférieure. Il est en effet constitué par
I’agencement de deux éléments (Figs. 42A, B):

» Une épine mobile d’une longueur moyenne de 3,7 um, et qui s’élargit vers la base
en formant une dilatation qui s’articule dans une cavité¢ déterminée par un
alignement de cinétosomes denses.

» Une membrane ectoplasmique trés fine et dépourvue de toute ciliature recouvre la
pointe de I’épine et sécreéte une boule d’amarrage réfringente qui augmenterait la
solidité de 1’ancrage.

Les fibres squelettiques varient de 9 a 14. Elles apparaissent trés nettement du fait de
leur forte réfringence. Ces fibres, disposées en éventail plus ou moins serré, s’insérent sur

les cinétosomes a la base de 1’épine.




Figure 42: Buchneriella eupolytoreuti n. sp.

A et B : Détail de I’extrémité antéro inférieur montrant respectivement les formes éparses et serrées des
fibres squelettiques ; C : Morphologie générale ; D : Topograhie ciliaire ;

Ba : boule d’amarrage ; Cr : crochet ; Cin : cinétie ; Ep : épine ; Ec : ectoplasme ; F : fibres squelettiques ;
ga : aire glabre antérieure ; gp : aire glabre postérieure ; Mi : micronoyau ; Mn : macronoyau ; Vp : vacuole
pulsatile.

Le premier indice de la mise en route de la morphogenese de bipartition chez
Buchneriella eupolytoreuti est 1’augmentation considérable de la taille de la cellule qui
atteint 176 pum pendant la division (Figs. 43A, B, C et D).

Dans la région postérieure proche du micronoyau, s’observent des fibrilles courtes et
denses, correspondant a des alignements de cinétosomes nouveaux qui s’équipent déja de
fibres annexes. Ces fibrilles dont 1’ordonnance est calquée sur celles des cinéties, s’alignent
suivant le futur plan de scission du tomonte. Elles sont plus marquées sur la face supérieure
que sur la face inférieure ou elles se réduisent a un alignement de points denses.

Le micronoyau initialement lenticulaire se condense et prend 1’allure d’une boule
d’environ 6 pm de diametre (Fig. 43B). L’apparition de la pellicule squelettogéne survient
et c’est a ce moment que I’apparition des premieres fibres (3 a 4) et d’une pointe acérée
marque le début de la formation du cytosquelette du futur opisthe. Cette ébauche du
cytosquelette semble tirer son origine des cinétosomes. La rupture des cinéties est suivie de

I’étirement du micronoyau (Fig. 43C). Le macronoyau débute sa constriction.




Trés vite, le nombre de fibres squelettiques augmente pour atteindre 9 puis 14.
Pendant ce temps, on observe une accentuation de la constriction cytoplasmique. Le
micronoyau poursuit son étirement et se divise. Par la suite, I’étranglement du cytoplasme

aboutit a la scission de la cellule. Bien vite, le cytosquelette achéve son édification et le

macronoyau sa division (Fig. 43D).
A

Figure 43: Morphogenese de bipartition chez Buchneriella eupolytoreuti n. sp
A : Allongement de la cellule, Fi : fibrilles ; B : condensation du micronoyau et formation de la pellicule
squelettogene (Psq) ; C : étirement et division du micronoyau ; D : division de la cellule ;

E : bourgeonnement caténulaire (Palintomie).

Fi : fibrilles ; Fsqo : fibres squelettiques de 1’opisthe ; Pi : primite Psq : pellicule squelettogene ; Pr : proter ;
O : opisthe ; Slet S2 : Satellites.

L’ensemble des organites des deux tomites se réorganise progressivement. Le
micronoyau migre et se positionne dans la zone sous équatoriale des deux tomites. L’opisthe
qui n’est plus relié¢ au proter que par la zone du cytosquelette se sépare de ce dernier (Fig.
43B). L’individu postérieur, de forme ovoide, mesure environ 48 x 45 um.

Trés rarement, la division sub-équatoriale aboutit a la formation de deux cellules

identiques.
Palintomie : Chez Buchneriella eupolytoreuti n.sp, le plan de scission peut étre soit
équatorial, donnant deux tomites semblables, soit localisé dans la partie postérieure du cilié
aboutissant a la formation d’un satellite qui persiste jusqu'a un nouvel étranglement
cellulaire, créant un agregat de trois individus accolés. Ce cas typique a été décrit chez
Acanthophrya inermis (de Puytorac, 1954).

Dans la chaine de 2 individus, le proter s’allonge considérablement et initic une

deuxiéme division dont le processus est identique a la premiere (Figs. 44 A, B, C). Elle




aboutit a la formation d’une chaine de trois individus accolés (Figs. 43E; 44D, E).
L’ensemble pouvant atteindre 220 pum de long. Dans une chaine, le primite a une taille
d’environ 105 pm x 46 um. Les deux satellites postérieurs, d’un ovoide 1égérement inégale,
mesurent en moyenne 55 pm x 46 pm. des chaines de plus de 3 individus n’ont pas été

observées. Le primite et les deux satellites postérieurs possedent un appareil squelettique

bien différencié.

Figure 44: Photographies de quelques étapes de la morphogenése de bipartition chez Buchneriella
eupolytoreuti n.sp. (Imprégnation au carbonate d’argent ammoniacal) X 400.
A- Division binaire simple : proter antérieur et opisthe postérieur ; B- Allongement du proter et initiation de
la deuxiéme division : apparition de la pellicule squelettogene (psq), division du micronoyau et du
macronoyau ; C- constriction du cytoplasme, mise en place de 1’appareil squelettique ; D et E chaine de trois
individus. S; ; S, : satellites.
I11-1-2- Phylogénie moléculaire de la sous-classe Astomatia

Les 10 espéces de Ciliés examinés dans le cadre de 1’étude moléculaire appartiennent
a sept genres dont un nouveau, regroupés dans trois familles représentatives des trois ordres
de la sous-classe des Astomatia (tableau VII1). Cette classification morphologique met en
relief deux grands traits de caracteres. Le premier trait suppose que I’astomie est survenue
secondairement au cours de I’évolution par réduction de I’appareil buccal des certains
Thigmotriches (Corliss, 1979 b, de Puytorac, Groliere et Grain, 1979 a). Si les
Thigmotriches sont connus comme d’authentiques Oligohymenophora, alors les Astomes le
seraient aussi.
- Le second trait vient de la caractérisation du cortex et des cinétides somatiques de ces
Ciliés qui démontrent leur appartenance aux Oligohymenophora (Grain et de Puytorac,

1974). Néanmoins, il y a toujours une certaine prudence due au fait que 1’astomie aurait pu

.



survenir plusieurs fois par convergence et que les Astomes dans leur ensemble peuvent étre
paraphylétiques. Par exemple, chez le Tetrahymenidae endosymbiotique Curimostoma
(Kozloff, 1954), il y a une absence totale de bouche par convergence. Il y a aussi une
mutation génétique qui élimine des élements de I'appareil buccal de Tetrahymena, évitant la
formation des vacuoles digestives, cependant il est encore capable de grandir sous des
conditions de culture appropriées. Ainsi, nous notons que les analyses morphologiques
posent les bases d’études phylogénétiques mais ne répondent pas toujours de maniere

efficace aux questions sur les relations de parenté entre les taxons.

Tableau VIII : Répartition des espéces de Ciliés ayant fait ’objet d’une analyse moléculaire

Familles Genres Especes

1- Radiophryidae Metaracoelophrya Metaracoelophrya almae
Metaracoelophrya ebebdae

Metatacoelophrya intermedia

Eudrilophrya E. complanata
Metaradiophrya Metaradiophrya simplex
2- Anoplophryidae Njinella N. prolifera
Almophrya A. bivacuolata
Anoplophrya A. marylandensis
3- Clausilocolidae Paraclausilocola* nov. gen. P. constrictum*

P. elongatum*

*un nouveau genre proposé de Clausilocolidae, représenté par deux nouvelles espéces
En gras la seule espéce d’astome ayant fait 1’objet d’ une analyse moléculaire préalable.

Le tableau IX donne un apercu général des caractéristiques des sites de récolte des
hotes des ciliés étudiés dans le cadre de la phylogénie moléculaire, de méme que les
numéros d’accession a la banque des genes (GenBank) aux caractéristiques génétiques des

especes.
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Tableau IX: Espéces d’Astomes collectées pour I’extraction du DNA et ’amplification des RNA de la petite sous unité ribosomale

N° d’Accession a la

Espéces d’ Astomes Localités Latitude; longitude Hote (Oligochaete)
bangue des génes
Almophrya bivacuolata Ebebda (Sanaga river) 11°30-11°50'E ; 4°-4°30'N  Glossoscolecidae (Alma emini et HQ446281
Alma nilotica)
Nkolbikogo et Nkolda 11°30-11°70'E ; 3°654° N
Eudrilophrya complanata Ngoa-ékélé 11°04'-11°30'E ; 3°30'-4° N  Megascolecidae (Eupolytoreutus sp.)  HQ446280
Metaracoelophrya almae Nkolbikogo et Nkolda 11°30-11°70'E ; 3°65'4° N  Glossoscolecidae (Alma emini et HQ446277
Alma nilotica)
Metaracoelophrya ebebdae Ebebda (Sanaga river) 11°30'-11°50'E ; 4°-4°30' N  Glossoscolecidae (Alma nilotica) HQ446282
Metaracoelophrya intermedia Ebebda (Sanaga river) 11°30'-11°50'E ; 4°-4°30'N  Glossoscolecidae (Alma emini et HQ446278
Alma nilotica)
Nkolbikogo et Nkolda 11°30-11°70'E ; 3°654° N
Metaradiophrya simplex n. sp Ngoa-Ekélé 11°04'-11°30'E ; 3°30'4° N  Megascolecidae (Eupolytoreutus sp.)  HQ446279
Njinella prolifera Ngousso-ntem et Ngoa-Ekélé  11°04-11°30'E ; 3°30-4° N Megascolecidae (Eupolytoreutus sp.)  HQ446276
Paraclausilocola constricta nov.  Ngousso-ntem et Ngoa-Ekélé  11°04'-11°30'E ; 3°304° N Megascolecidae (Eupolytoreutus sp.)  HQ446275
gen., n. sp.
Paraclausilocola elongata n. sp.  Ngousso-ntem et Ngoa-Ekélé  11°04'-11°30'E ; 3°30-4° N Megascolecidae (Eupolytoreutus sp.)  HQ446274




Nous avons entrepris de séquencer les génes SSTRNA de 9 espéces d’Astomes
(Tableaux VIII, 1X), en complément de celle d’une espéce préalablement étudiée dans le but
de d’établir la position phylogénétique cette sous-classe au sein de la classe des
Oligohymenophora.

Les Ciliés Astomes ont longtemps été considérés comme un groupe monophylétique,
ayant des Hymenostomes (ou Scuticociliés) comme ancétres, tels les Ptychostomatidae, qui
ont développé un appareil antérieur de fixation et ont réduit leur appareil buccal (Lynn
2008). Cette hypothese prévoit leur placement dans la classe Oligohymenophorea et suggére
leur I'affinité aux Scuticociliés. Les séquences de génes des ARN de la petite sous-unité
ribosomale (SSTRNA) d’Anoplophrya marylandensis (famille Anoplophryidae) ont soutenu
I'attribution de la sous-classe Astomatia a la classe des Oligohymenophorea (Affa'a et al.,
2004). Cependant, la séquence nucléotidique de génes ARNr d’une seule espéce, A.
marylandensis, est insuffisante pour soutenir avec confiance cette attribution. Nous avons
obtenu des sequences de genes des ARN de la petite sous-unité ribosomale (SSFRNA) de
neuf especes additionnelles distribuées dans six genres et trois familles représentatives des
trois ordres de la sous-classe des Astomatia.

Notons qu’il existe actuellement deux systémes paralléles de classification des
Astomes (tableau X).

Tableau X: Deux classifications paralléles des familles dans la Sous-classe des Astomatia, avec en gras
les familles dans lesquelles des genres ont été échantillonnés pour I’étude de la diversité génétique.

Proposé par de Puytorac (1994)

Proposé par Lynn (2008)

Ordre Hoplitophryida

Famille Hoplitophryidae avec 5 sous-familles
Famille Radiophryidae avec 7 sous-familles
Famille Contophryidae

Famille Maupasellidae avec 2 sous-familles
Famille Intoshellinidae

Ordre Anoplophryida

Famille Anoplophryidae avec 2 sous-familles
Famille Buetschliidae

Ordre Haptophryida

Famille Clausilocolidae

Famille Haptophryidae avec 3 sous-familles

Ordre Astomatida
Famille Hoplitophryidae
Famille Radiophryidae
Famille Contophryidae
Famille Maupasellidae

Famille Intoshellinidae

Famille Anoplophryidae
Famille Buetschliidae

Famille Clausilocolidae

Famille Haptophryidae
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Celle de de Puytorac (1994) regroupe les 9 familles de la sous-classe des Astomatia
dans trois ordres et établi également un certain nombre de sous familles dans ces 5 familles.
Lynn (2008) quant a lui, plus conservateur, maintient I’ordre des Astomatida. Le tableau X
montre la distribution des espéces échantillonnées pour 1’analyse moléculaire dans ces deux

schémas de classification.

111-1-2-1- Analyse phylogénétique

La topologie générale des arbres phylogénétiques obtenus a partir des différentes
techniques (I’inférence bayesienne BI; le «neighbor-joining» NJ et le Maximum de

parsimonie MP) est pratiquement similaire.

La classe des Oligohymenophora avec des clades (sous classes) Hymenostomatia,
Peritrichia, Apostomatia, Astomatia, présente des valeurs support aux nceuds maximales
pour les 3 types analyses. Le clade des Scuticociliata présente une valeur support au nceud
de 1,0 pour la probabilité postérieure de 1’inférence bayesienne, 99% et 84% comme valeurs
respectives du boostrap pour le NJ et le MP. Ces résultats traduisent le caractére

monophylétique de ces sous classes.

La sous-classe des Astomatia, regroupant les dix espeéces d’Astomes étudiés forme
un clade fortement soutenu par des valeurs au nceud, du bootstrap (100% NJ ; 100% MP) et
dont la valeur de probabilité pour 1’analyse bayesienne est maximale (1,0). Au regard de la
topographie de 1’arbre phylogénétique obtenu (Fig. 45, 46), la classe des Astomatia est
soeur de la classe des Scuticociliata. Le regroupement comme clades frére de ces deux
classes n’est fortement soutenu que par la valeur du bootstrap (72% NJ). Ainsi, I'hypothése
selon laquelle les Astomes dérivent des Scuticociliés (ancétre) n'est pas réfutée par cette
étude, mais nécessite confirmation par 1’analyse des séquences de génes pour d’autres

représentants de ce groupe comme les Ptychostomatidae.
Les 10 espéces d’Astomes étudiés sont réparties dans deux clades :

- D'un avec des valeurs support au nceud maximales pour les 3 types d’analyse
regroupe les especes: Eudrilophrya complanata, Metaradiophrya simplex,

Paraclausilocola elongata, Paraclausilocola constricta et Njinella prolifera ;

- lautre avec des valeurs support au nceud respectives 1,0 (Bl); 99% (NJ) et 59%

(MP), regroupe les espéces : Anoplophrya marylandensis, Almophya bivacuolata,
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Metaracoelophrya ebebdae, Metaracoelophrya intermedia et Metraracoelophrya
almae (Fig. 45).

Anoplophryva marylandensis (AY547546)
T R Alrfopﬁry;% bivacuolata (osdszs1)

99/ x| Metaracoelophrya ebebdae (HQ446282)
> Metaracoelophrya intermedia (HQ446278)
1OS8H00ST Metaracoelophrya almae (HQ446277)

x 1199~ Eudrilophya complanata (Ho446260) ASTOMATIA
008871 Metaradiophrya simplex (H446279)

0 1Ty Paraclausilocola elongata (Ha446274)

soisr | *t Paraclausilocola constricta (HQ446275)

Njinella prolifera (Ho446276)

Figure 45: Arbre phylogénétique de la sous-classe des Astomatia, inférant les séquences de génes ARN
de la petite sous unité ribosomale, selon les méthodes d’inférence bayesienne ; maximum de
parcimonie et neihgbor joining.

(Les premiers nombres sur les branches expriment la probabilité postérieure de I’inférence bayésienne, les
valeurs du bootstrap pour le neihgbor joining, suivi par les valeurs du bootstrap pour le maximum de
parcimonie. Les valeurs des supports au nceud marquées d’astérisques sont maximales pour les quatre
méthodes).

Ces regroupements cladistiques ne correspondent pas aux attributions ordinales de de
Puytorac (1994) ni a celle des assignations génériques aux familles traditionnelles selon de

Puytorac (1994) et Lynn (2008).

En effets des genres assignés au méme ordre, comme proposé par de Puytorac
(1994), ont été trouvés dans les deux clades : les genres Eudrilophrya et Metaradiophrya
des Hoplitophryidae ; et les genres Anoplophrya et Njinella des Anoplophryidae, (Fig. 45).
Ainsi, nous constatons que les ordres et les familles sont paraphylétiques. Nous notons que
le genre Paraclausilocola semble monophylétique lorsque la morphologie est employée
pour assigner les espéces aux genres (Fig. 45). Par contre le genre Anoplophrya est dispersé
dans les deux branches de 1’arbre (Anoplophrya et Njinella) et ne constituent pas un groupe

monophylétique.

I11-1-3-2- Position de la sous-classe Astomatia dans D’arbre phylogénétique des

Oligohymenophora

Au regard de I’arbre phylogénétique de la Classe des Oligohymenophora (Fig. 46),
I’assignation de la sous-classe Astomatia a la classe des Oligohymenophora confirme les
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hypothéses de classif
et al, (2004) et Lynn

ications formulées par les auteurs, de Puytorac (1954 et 1994), Affa’a

(2008). En effet, les séquences de géne de ces 10 especes d'Astomes,

les groupent dans un clade frére aux Scuticociliés comme prévu par les dispositifs

morphologiques.
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Figure 46: Position de la sous classe Astomatia dans I’arbre phylogénétique inféré des séquences de
génes ARN de la petite sous unité ribosomale, selon les méthodes d’inférence bayesienne ; maximum

de parcimonie et neihgbor joining.

(Les premiers nombres

sur les branches expriment la probabilité postérieure de 1’inférence bayesienne ; les

valeurs du bootstrap pour le neihgbor joining, suivie par les valeurs du bootstrap pour le maximum de

parcimonie. Les valeurs des supports au nceud marqué d’astérisques sont maximales).




111-2- DISCUSSION
111-2-1 Affinités des espéces décrites avec d’autres taxons
Genre Almophrya de Puytorac et Dragesco, 1968

Dans ce genre, les travaux de Dupy Blanc et Ngassam (1983, 1986) sur 1’étude
biométrique des cellules et I’analyse cytophotométrique des teneurs en ADN nucléaire
permettent de caractériser 3 populations distinctes chez les Almophrya a deux vacuoles, et 4
populations chez les Almophrya a plusieurs vacuoles axiales. La question est de savoir si ces
populations appartiennent respectivement a 7 espéces différentes du méme genre. Dans une
tentative de réponse, une étude sur les variations macroscopiques du macronoyau des
especes Almophrya bivacuolata et Almophrya mediovacuolata a permis de constater de
nombreuses différenciations de la forme du macronoyau, témoignant d’une forte diversité
intrapopulationnelle au sein d’une méme espece.

Malgré I’existence d’un nouveau type de forme de macronoyau en H décrite chez les
Almophrya a deux vacuoles, de nombreux caractéres restent constants dans cette
population : la morphologie générale typiquement « anoplophryenne », I’appareil vacuolaire
avec deux vacuoles contractiles a disposition invariable. Nous pensons qu’il est judicieux de
maintenir pour cette population de cellules a macronoyau en H, la dénomination Almophrya
bivacuolata. Cependant, les différentes variantes des formes de macronoyau
s’expliqueraient par les modifications profondes subies par cet appareil et les effets d’une

réorganisation post mitotique.

Nous avons décrit une forme nouvelle d’Almophrya proche d’A. mediovacuolata du
fait de la disposition axiale des vacuoles, mais dont les spécificités (forme Hoplitophryenne,
topographie de I’appareil nucléaire) 1’en éloigne. Nous en avons fait une espéce
nouvelle dénommée Almophrya nkoldensis, du nom de la localité ou son héte a été récolté
pour la premiére fois. Ce Cilié cohabite avec les Almophrya bivacuolata de petite taille et
n’a été trouvé que chez des petits Glossoscolecidae du genre Alma réecoltés a Nkolda et a
NKkolbikobo. Les prospections réalisées sur les petits Alma des berges de la Sanaga

(Ebebda) n’ont pas révélé la présence de ce Cilié.
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Paracoelophrya falcifera n. sp.

L’appareil squelettique de 1’espéce étudiée est typique du genre Paracoelophrya. Elle
se rapproche de P. almae de Puytorac, 1969, par 1’absence de systéme G et de cinétic A
observée chez P. intermedia de Puytorac, 1969. Elle s’en éloigne par la constriction
médiane de la cellule, par un plus grand nombre de cinéties, ce qui nous parait justifier la

création d’une nouvelle espece.

Metaracoelophrya almae n. sp.

De par sa silhouette (ovoide ou sphérique) et 1’architecture de son armature
squelettique fait d’un petit crochet un peu proéminent, placé sur une sorte d’élément en V
dont les branches forment un angle presque plat, portant unilatéralement une dizaine de
fibres squelettiques, cette espéce appartient typiquement au genre Metaracoelophrya de
Puytorac, 1969. Elle se différencie nettement des espéces M. intermedia, par I’existence de
deux systémes sécants postérieurs au lieu de quatre. La taille et le nombre de cinéties sont
plus réduits que chez cette derniere espéce. L’espéce est tenue pour nouvelle et nous la
nommons Metaracoelophrya almae, du fait, non seulement de sa forme variable, mais aussi

de sa speécificité aux Alma de petite taille récoltés a Nkolda et a Nkolbikogo.

Metaracoelophrya ebebdae n. sp.

Elle différe des autres espéces connues dans le genre Metaracoelophrya par une taille
plus réduite et le nombre de cinéties nettement plus grand. Son appatissement dorsoventral
et sa spécificité aux Alma de petite taille d’Ebebda, justifie la création d’une espéce

nouvelle.

Metaracoelophrya intermedia de Puytorac et Dragesco, 1968

Par sa morphologie générale, I’espece étudiée est conforme a la description originale
de I’espeéce Metaracoelophrya intermedia. On note cependant un nombre plus élevé de
cinéties (en relation avec une augmentation de la taille) et des arceaux du pdle antérieur
moins développés. Ces particularités ne nous semblent pas suffisantes pour justifier la
création d’une nouvelle espéce. Nous conservons pour cette cellule la désignation

Metaracoelophrya intermedia de Puytorac et Dragesco, 1968.
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Coelophrya coronata Fokam, Ngassam, Boutin et Zébazé, 2008

Par ses caracteres genéraux (corps ovalaire régulier pourvu sur la face inférieure d’un
élément en V aplati et dissymétrique, portant des fibres dont certaines s’épaississent sur une
partie de leur trajet pour former ’armature en arceaux d’une longue goutti¢re), I’espece
posseéde bien les caractéres du genre Coelophrya déja signalés chez I’espéce type
Coelophrya roquei de Puytorac et Dragesco, 1969. Cependant, en dépit de fortes similitudes
(topographie ciliaire et appareil squelettique), 1’espece nouvelle s’en distingue par un
appareil vacuolaire constitué d’une vingtaine d’éléments de taille variable, disposés sans
ordre évident dans tout le cytoplasme, alors que Coelophrya roquei, présente deux rangées
longitudinales de 3 a 5 vacuoles alignées. De plus, la présence constante d’une couronne
ecto-endoplasmique séparant les deux faces de la cellule, serait une particularité suffisante a
elle seule pour justifier la création d’une espéce nouvelle que nous avons nommée

Coelophrya coronata, du fait de la présence de cette couronne.

Coelophrya ovales Fokam, Ngassam, Boutin et Zébazé, 2008

Par les caracteres de sa morphologie générale (ciliature, appareil squelettique, forme
et taille), cette espéce est semblable a C. coronata avec laquelle elle pourrait étre confondue
a premicre vue. Toutefois elle en différe par ’absence de couronne ecto-endoplasmique
caractéristique de cette derniere espece; en outre elle ne se rencontre que dans les Vers
récoltés a Ebebda. L’appareil excréteur constitué de deux rangées de 6 a 12 vacuoles,
rapproche I’espéce étudiée de Coelophrya roquei de Puytorac & Dragesco, 1972. Elle s’en
éloigne cependant par sa forme plut6t sphérique et sa gouttiere longitudinale, traversant
pratiquement la cellule d’un bout a 1’autre. L’espéce nouvelle est nommée C. ovales en

raison de sa forme arrondie réguliére.

Coelophrya ebebdensis Fokam, Ngassam, Boutin et Zébaze, 2008

L’architecture du cytosquelette et la silhouette générale de cet infusoire évoquent C.
roquei de Puytorac et Dragesco, 1972. Il s’en distingue cependant par la longueur de sa
gouttiere tres réduite qui ne dépasse que peu le plan médian de la cellule sans atteindre la
région postérieure. Sa topographie ciliaire rappelle dans les grandes lignes celle de I’espéce
précedente, C. ovales. Les differences essentielles concernant la morphologie générale de ce

Cilié, plus précisément la réduction de la taille de la cellule et de la gouttiere ont justifié la




création de I’espéce Coelophrya ebebdensis, du nom de la localité type ou le Cilié a été
récolté.
Dicoelophrya almae de Puytorac et Dragesco, 1969

L’organisation du cytosquelette est caractéristique des ciliés du genre Dicoelophrya
de Puytorac et Dragesco, 1969. La morphologie générale rappelle celle Dicoelophrya almae
de Puytorac et Dragesco, 1969 ; bien que le Cilié ici décrit montre quelques particularités :
la taille est plus grande chez nos spécimens (130 - 215um x 96 - 190 um) contre (120 - 180
pum x 90 - 100 um), et la présence sur chaque face d’un systéme sécant postérieur, proche de
I’axe de symétrie bilatérale de la cellule. Par sa morphologie générale il peut étre confondu
a premiere vue a Dicoelophrya mediovacuolata n. sp.: le pble antérieur est arrondi,
I’appareil nucléaire excentré et la goutticre en forme de fer a cheval. Il s’en démarque
cependant, par sa gouttiére plus longue et la forme en fourche de son pble postérieur. En
dépit de ces légéres variations observées, nous pensons qu’il est judicieux de maintenir pour

ce Cilié, sa dénomination originale : Dicoelophrya almae de Puytorac et Dragesco, 1969.

Dicoelophrya nkoldaensis n. sp

Ce cilié differe de D. Calliste décrit par de Puytorac non seulement par sa taille plus
grande (132-220 X 90-210 pm alors qu’elle est de 85 -120 X 45-60 um pour les spécimens
de la premiére description), mais aussi par le systeme vacuolaire (vacuoles disseminées au
lieu de 2 rangées) et par un plus grand nombre d’arceaux squelettiques. Nous pensons qu’il
s’agit d’une nouvelle espéce que nous nous proposons de nommer : Dicoelophrya

nkoldensis spécifique des Alma nilotica récoltés a Nkolda.

Dicoelophrya mediovacuolata n. sp.

Il est bati sur le méme plan d’organisation que D. calliste. Son pdle antérieur est
arrondi et son pole postérieur tronqué. Les fibres squelettiques forment une gouttiére en fer
a cheval. La topographie ciliaire est analogue a celle de cette derniére espéce. Il n’en différe
que par sa taille beaucoup plus réduite (47,3 X 40,37 um) contre (168,2 X 132,7 um) ; par
I’organisation de 1’appareil excréteur, constitué¢ contrairement aux autres especes, d’une
seule rangée de 2 a 9 vacuoles pulsatiles alignées dans la partie axiale de la cellule et par la
disposition de I’appareil nucléaire, plutét excentrée. Cette organisation de 1’appareil

nucléaire rapproche cette derniére espece de D. almae, avec laquelle elle pourrait étre
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confondue si ce n’était sa taille trés réduite, I’organisation de son appareil vacuolaire (une
rangée axiale au lieu de deux) et sa branche squelettique a deux crochets.

C’est en raison de ces différences que nous avons jugé nécessaire de créer pour ce
cilié, une nouvelle espece que nous dénommons : Dicoelophrya mediovacuolata.

Par ailleurs, notons que cette espéce n’a été retrouvée que chez Alma nilotica récolté
a Ebebda. De plus, la connaissance précise de la topographie de ’armature squelettique
dans les genres Paracoelophrya, Metaracoelophrya, Coelophrya et Dicoelophrya témoigne
d’une part, de I’homogénéité de la sous-famille des Metaracoelophryinae et soulignent la

possibilité d’une relation phylétique entre ces genres d’autre part.

Buchneriella eupolytoreutus n. sp.

Par les caracteres généraux (forme, taille, héte, palintomie) Buchneriella
eupolytoreuti décrite ci-dessus appartient incontestablement aux ciliés regroupés sous le
genre Bucheriella défini par de Puytorac (1968).

L’espéce se raproche de Buchneriella criodrili Heidenreich, 1935 par son allure
générale et son cytosquelette, mais s’en distingue par une taille relativement réduite et des
cinéties non spiralées.

Sur le plan de I’armature squelettique, 1’existence, chez Buchneriella eupolytoreuti
d’une boule d’amarrage réfringente, est 1’homologue des ventouses des ciliés

Hysterocinetidae.

Le nouveau genre Paraclausilocola nov. gen.
Paraclausilocola constricta n. sp.

De faciés typiquement hoplitophryen, ce cilié se rapproche des Anoplophryidae par
I’absence d’appareil squelettique bien différencié. Il s’en éloigne cependant par son allure
générale plutdt cylindroide.

Par sa morphologie générale (corps cylindroide, avec une partie antérieure
déprimée), cet infusoire se rapproche des Ciliés du Genre Haptophryopsis de Puytorac,
1970; mais s’en distingue par sa ciliature moins dense et la constriction cytoplasmique
antérieure plus marquée.

Par I’absence de prolifération des cinéties par délinéation sur les faces latérales et un
pOle antérieur séparé du reste du corps par une constriction cytoplasmique profonde, portant

inférieurement des cinéties tres épaissies, ce cilié ne peut pas étre classé dans le genre




Clausilicola Lom, 1959. Nous le proposons pour représenter 1’espéce type du nouveau
genre Paraclausilocola et nous le nommons P. constricta, du fait de sa constriction

cytoplasmique antérieure.

Paraclausilocola elongata n. sp.

L’absence de tout appareil squelettique et 1’épaississement antérieur gauche des
cinéties de la face dorsale rapprochent cette espéce des astomes du genre Anoplophrya
Stein, 1860. Cependant, elle en differe nettement par son allure générale (partie antérieure
du corps plus élargie que la postérieure plutét effilée). La morphologie générale de I’espéce
étudiée la rapproche de Clausilocola apostropha Lom, 1959 ; méme si I’absence d’une aire
dénudée antérieure, de prolifération des cinéties par délinéation sur les faces latérales et la
disposition de I’appareil nucléaire I’en ¢éloignent.

Tous les caracteres de notre cilié rappellent le genre Paraclausilocola, la seule
différence étant 1’absence de constriction cytoplasmique antérieure présentée par 1’espece
precédente. Cette particularité de la forme nous semble avoir une valeur spécifique. C’est
pourquoi nous avons jugé nécessaire de créer une autre espece dans le méme genre. Nous la
nommons : Paraclausilocola elongata.

» Révision systématique et essai phylogénétique chez les Metaracoelophryinae

Les genres Paracoelophrya, Metaracoelophrya et Dicoelophrya s’enrichissent
respectivement d’une, de deux et de deux especes nouvelles, traduisant la diversité de la
sous-famille des Metaracoelophryinae.

Les quatre genres connus de Metaracoelophryinae, tous commensaux des
Glossoscolecidae, forment un ensemble homogéne dans lequel de Puytorac, 1972,
notait une régression de I’ensemble du cytosquelette chez les Paracoelophrya. Cette
tendance est confirmée par I’analyse comparative du cytosquelette de quelques genres
représentatifs des autres sous-familles de Radiophryidae de Puytorac, 1972 : Radiophrya
Rossolimo, 1926, Metaradiophrya Hedenreich, 1935, Cheissinophrya de Puytorac, 1969,
Dicoelophrya de Puytorac et Dragesco, 1969, Coelophrya de Puytorac et Dragesco, 1969,
Paracoelophrya de Puytorac, 1969. Dans tous ces genres, la cellule est pourvue a la partie
antérieure de ce que de Puytorac a nommé un élément en V, d’ou partent, sur la face
inférieure, des fibres squelettiques ecto-endoplasmiques longeant les cinéties. Cette
caractéristique est retrouvée chez tous les ciliés regroupés dans I’ordre des Hoplitophryida.

Selon de Puytorac, tous les Hoplitophryida forment un groupe homogéne avec deux
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tendances évolutives du cytosquelette en V : soit une simplification et une réduction

pouvant aboutir a la disparition, soit une complication et un développement du systeme.

La conception de I’évolution du cytosquelette dans le sens d’une complication
progressive montre que dans la sous-famille des Metaracoelophryinae, le genre
Paracoelophrya serait primitif et dériverait d’un ancétre représenté par le genre Radiophrya
que nous considérerons comme un « outgroup ». Le caractére plésiomorphe renvoie a
I’architecture du cytosquelette réduite a une hampe munie d’un crochet sur laquelle
s’appuient des fibres squelettiques robustes décalquées sur I’ordonnancement des cinéties

de la face inférieure (Fig. 47).

E¥rmentenV

Radiophrya

outgroup

—

Paracoelophrya

Metaracoelophrya

Coelophrya

Dicoelophrya

Sous famille des Metaracoelophryinae

Figure 47 : Evolution du cytosquelette dans la sous famille des Metaracoelophryinae.
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L’adaptation a la fixation aux tissus de 1’hdte semble s’étre développée au cours du
temps, permettant aux formes libres dans la lumiére intestinale (Anoplophryida),
I’acquisition d’un dispositif antérieur de fixation. Les Anoplophryida seraient des formes
ancestrales qui ont développé un cytosquelette. La possession d’un cytosquelette est le
caractére apomorphe qui se retrouve partagé (synapomorphie) chez les Hoplitophryida.
Nous constatons que lorsque I’on utilise la morphologie pour étudier la phylogénie, les
Hoplitophryida forment un groupe monophylétique dérivant des Anoplophryida.

La question de I’intérét du développement d’un appareil antérieur de fixation souléve
des interrogations sur le statut endocommensal de ces Ciliés. En effet, la fixation aux tissus
du tube digestif du ver n’entrainerait-elle pas la spoliation chez ce dernier de ses éléments
nutritifs ? Si la réponse a cette question est affirmative, alors les Ciliés Astomes du tube
digestif des oligochétes possédant un appareil antérieur de fixation a savoir, les
Hoplitophryida et les Haptophryida seraient contrairement a 1’idée admise, mésoparasites.
Ceci vient ainsi élargir les bases de discussion sur le type de relation interspécifique liant

ces Ciliés et leurs hotes.

» Morphogenése de bipartition

L’intérét porté a la morphogenese de bipartition chez les ciliés s’était jusqu’ici
focalisé pour I’essentiel sur la stomatogenése.Toutefois, I’étude et la compréhension de ce
processus permettant I’analyse des différentes modalités de la reproduction dans ce grand
groupe d’infusoires dépourvus de bouche s’imposent. De plus, I’observation détaillée de
tous les mouvements de translation morphogene qui gouvernent la genese, les différents
remaniements et la mise en place des organelles cellulaires permettent de justifier la
disposition finale des structures. La morphogenése de bipartition constitue donc un
supplément indéniable a I’étude morphologique. Ainsi, elle met en évidence chez
Eudrilophrya complanata comme chez la plupart des Ciliés Astomes une multiplication par
scission binaire classique : coupure de la cellule mére en deux cellules filles pratiquement
identiques. De plus, elle met en évidence 1’origine cinétosomienne cinétodesmale des fibres

squelettiques.
Chez Buchneriella eupolytoreuti, la genése et la mise en place de I’appareil
squelettique de 1’opisthe sont mises en évidence d’une part, et d’autre part la palintomie

jusqu’alors observée seulement chez Kozloffia catenula de Puytorac, 1968 (Ngassam, 1997)
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dans les Oligochétes Glossoscolecidae du genre Alma recoltés respectivement au Gabon et
au sud Cameroun.

Cette palintomie radiaire et distale a segments inégaux parait ne pas étre un mode de
division particulier mais, seulement I’expression d’'un méme processus fondamental qu’une
espece donnée d’ Astome peut manifester dans certaines conditions qu’il resterait a préciser ;
ou la nutrition, la perméabilité et la croissance de la cellule semblent devoir jouer un réle.
Cette palintomie est connue chez d’autres espéces d’Astomes dans les genres Radiophrya,
Hoplitophrya et Acanthophrya de Puytorac, 1954.

La conjugaison ou parasexualité est un phénomene inhabituel dans les conditions
naturelles chez les espéces commensales. Des cas d’induction a la gonadotrophine ont été
observes chez les Nyctotheres endocommensaux des batraciens du genre Bufo (Affa’a, 1987
et 1988). Toutefois, des couples de conjuguants ont été observés chez Metaradiophrya
simplex a des stades tres avancés de 2, 3 et 5 micronoyaux. Ces observations suffisamment
rares pendant toute I’année nous semblent &tre des apports tout a fait nouveaux a notre
connaissance.

Des anomalies portant sur la forme, la structure et le nombre des micronuclei,
témoignant d’importants remaniements nucléaires ont rarement été signalés chez les
Astomes. Ces perturbations sont interprétées comme la conséquence d’une conjugaison
préalable. En fait, des couples d’infusoires soudés comme dans une conjugaison n’ont été
que rarement décrits avec certitude chez les Astomes endocommensaux d’Annélides. La
formation des conjoints est donc certainement un phénomene exceptionnel dans cette sous-
classe. Ce processus a €té signalé chez les especes de Mesnilella, Maupasella et
Buchneriella (de Puytorac, 1954). Néanmoins, les couples trouvés sont toujours peu
nombreux voire méme rares.

Par ailleurs, il y a certainement des formes de résistance (kystes) chez les Ciliés
Astomes, notamment chez Anoplophrya lumbrici et A. commune. Dans tous les cas, le Cilié
a tendance a prendre une forme sphérique ou subsphérique et a sécréter un liquide visqueux
qui I’enveloppe (de Puytorac, 1954). Les Astomes paraissent étre des ciliés & évolution
directe et a cycle monoxéne. Vu la fréquence et I’intensité d’infestation des Vers, il faut

pourtant que le procédé de dissémination probablement kystique, soit assez facile.
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» Variations morphologiques de I’appareil nucléaire dans le genre Almophrya

Dans I’espéce Almoprya bivacuolata, la prudence a créer des espéces nouvelles,
comme le suggérait déja de Puytorac en 1968 reste de mise au regard des variations
morphologiques observées au niveau du macronoyau. Cependant ici, les caractéristiques
stables demeurent la présence de deux vacuoles volumineuses situées entre les branches du
macronoyau et la morphologie générale.

Les formes en H et les formes transitoires entre le H et le X du macronoyau, mises en
évidence chez Almophrya bivacuolata, infirment 1’hypothése de de Puytorac et Dragesco
(1968) selon laquelle le macronoyau d’Almophrya bivacuolata prend toujours I’aspect d’un
X.

Les travaux de Ngassam et Grain; 1983, sur la teneur en ADN du macronoyau,
permettent de définir trois populations distinctes d’A. bivacuolata suivant la forme de leur
macronoyau et la taille des cellules : les cellules ayant un macronoyau en X et de grande
taille représentent la population Xg ; les populations Hp et Hm regroupent les cellules ayant
un macronoyau en H et respectivement de petite taille et de taille moyenne. Ces auteurs
signalent la présence de deux micronoyaux dans les populations Xg, ce qui n’est pas en
accord avec nos observations car nos A. bivacuolata a macronoyau en X sont
unimicronuclées et présentent une grande amplitude dans les variations de dimensions. Ces
observations viennent compliquer d’avantage ce que 1’on sait déja sur ce genre assez confus
des Almophrya.

Les populations d’Almophrya mediovacuolata ont une forme ovoide typiquement
Anoplophryenne présentant un macronoyau en forme d’ H et un micronoyau globuleux
situé entre les branches antérieures de H. Le macronoyau dans ce travail, présente de
nombreuses variantes : digitations peu ou pas prononcées. La striation marquée du
macronoyau par ’alternance des bandes sombres et des bandes claires est mise en évidence
apres traitement au DAPI. II est probable que 1’alternance des bandes et d’interbandes soit
une particularité du macronoyau en forme d’ H chez Almophrya mediovacuolata. En effet,
tous les chromosomes adoptent une conformation trés condensée au cours de la mitose.
Lorsque les chromosomes mitotiques sont colorés de fagon particuliére, chacun d’entre eux
est identifiable sans ambiguité, grace a sa structure en bandes ; ces bandes contiennent des
millions de paires de nucléotides et elles refletent une hétérogenéité grossiére de la structure

chromosomique qui n’est pas comprise (Bruce et al., 1991).




Au terme de ces observations, nous pouvons dire que le genre Almophrya s’enrichit
d’une espéce nouvelle Almophrya nkoldaensis n. sp., dont la détermination est basée sur la
morphologie générale (cellule allongée et cylindroide), la topographie de son appareil
nucléaire (macronoyau en X parfois tres modifié, sans excroissances ni digitations, deux
micronoyaux situés entre les branches postérieures du macronoyau), la disposition de son
appareil excréteur (vacuoles volumineuses et axiales). Cette disposition de 1’appareil
vacuolaire est retrouvee chez Almophrya mediovacuolata et n’est plus un critére spécifique.

Pour Almophrya mediovacuolata, les caractéristiques qui restent spécifiques sont
I’allure générale ovalaire, la disposition axiale de 1’appareil vacuolaire et la forme en H du
macronoyau.

Almophrya laterovacuolata, a été récolté uniquement chez les Glossoscolecidae
d’Ebebda. Nos spécimens présentent des vacuoles dispersées sans ordre apparent dans toute
la région axiale de la cellule, contrairement a la description originale de de Puytorac (1968).
Cependant, les autres caracteres, morphologie générale de type Anoplophryenet un
macronoyau en H), sont constants.

A. nkoldaensis n. sp. pourrait étre confondu a premiere vue a Almophrya
mediovacuolata en raison de la disposition similaire de leurs appareils excréteurs, cest-a-
dire une rangee de vacuoles axiales. 11 s’en distingue, cependant, par sa morphologie
générale (cellule allongée, concavité de la face inférieure), la topographie de son appareil
nucléaire (macronoyau en X parfois trés modifié, sans excroissances ni digitations, deux
micronoyaux situés entre les branches postérieures du macronoyau), la disposition de son
appareil excréteur (vacuoles volumineuses et axiales). Ces caractéres particuliers justifient
la création de cette nouvelle espéce que nous avons rencontrée uniquement chez les petits
Glossoscolecidae de Nkolda et de Nkolbikogo.

Ces nombreuses différenciations de I’appareil nucléaire ne nous semblent pas étre
des critéres d’identification spécifique. Nous pensons que chaque topographie du
macronoyau serait le résultat d’une réorganisation postmitotique traduisant les degrés de
transformation de ce appareil nucléaire.

Par ailleurs, nous pensons que seule la comparaison des séquences de genes des
différents regroupements populationnelles permettra de clarifier la systématique au sein de

ce groupe assez complexe.

.



111-2-2- Phylogénie moléculaire

De nombreuses analyses moléculaires ont porté sur les relations phylogénétiques
entre les grands groupes naturels. A cet égard 1’analyse par les méthodes d’inférence
bayesienne, le maximum de parcimonie et le neihgbor joining, des séquences de génes
SSrRNA obtenues pour les 9 espéces d’Astomes distribuées dans sept genres et trois
familles, en complément de celle de 1’espéce préalablement étudiée : Anoplophrya
marylandensis Conklin, 1930 (Affa’a et al., 2004) a permis de construire [’arbre
phylogénétique des Astomes.

L’objectif principal de cette étude était de tester la monophylie de la sous-classe des
Astomatia et de vérifier I’hypothése de 1’ancétre Scuticocilié des Astomes. Nous avons a cet
effet analysé les séquences de génes de 10 espéces d’astomes représentatives de trois des
neuf familles d'astomes, et distribuées dans les trois ordres proposés par de Puytorac (1994).
Nos résultats de séquencage des génes SSU rRNA de ces espéces confirment clairement la
monophylie de la sous-classe Astomatia, indépendamment de la méthode analytique
utilisée. L’arbre phylogénétique obtenu place les Astomes au sein des Oligohymenophora
et les présente comme un groupe monophylétique rattaché aux Scuticociliés tels les
Ptychostomatidae qui ont développé un appareil antérieur de fixation (ventouse) et ont
réduit leur appareil buccal (Lynn 2008). Cette théorie de I’ancétre Scuticocilié confirme les
prédictions de Affa’a, 2004 et celle de de Puytorac et al., 1979a.

Deux clades fortement soutenus par les valeurs au neceud de la probabilité antérieure
de I'inférence bayesienne et des bootstrap se dessinent. Le premier clade regroupe les
espéces : Almophrya bivacuolata, Metaracoelophrya almae, Metaracoelophrya intermedia,
Metaracoelophrya ebebdae et Anoplophrya marylandensis. Le second clade regroupe les
espéces : Eudrilophrya complanata, Metaradiophrya simplex, Paraclauclausilocola
elongata, Paraclauclausilocola constricta et Njinella prolifera.

Au regard de ce découpage, il semble y avoir peu de corrélation entre la taxonomie
basée sur la morphologie et celle basée sur la génétique dans le groupe des Astomes. Les
especes sont clairement divisées en deux clades, plutét que trois comme prévue par la
classification ordinale de de Puytorac (1994) et celle de Jankowski (2007), qui répartit les
représentants de ces trois familles dans les trois ordres : Hoplitophryida, Anoplophryida, et
Haptophryida. De plus, méme les genres assignes aux mémes familles sont placés dans les

clades séparés ; Almophrya et Anoplophrya assignés a la famille des Anoplophryidae ne
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sont pas génétiquement des taxa fréres mais sont dans un clade différent de l'autre
anoplophryidae : Njinella.

Le genre Metaracoelophrya de la famille des Radiophryidae est génétiqguement un
taxon frére d’Almophrya, tandis qu’Eudrilophrya genre de cette méme famille, est rangé
dans ’autre clade principal.

Les deux espéces nouvelles du nouveau genre Paraclausilocola que nous avons
assignées a la famille des Clausilocolidae constituent un groupe monophylétique avec les
genres Eudrilophrya et Radiophrya avec lequel il partage le méme clade.

Cette distribution des genres remet en question la pertinence des caractéristiques des
dispositifs morphologiques employés pour justifier les assignations ordinales, les
attributions aux familles et la définition des genres chez les Astomes. En effet, cette analyse
phylogénétique laisse paraitre une convergence significative des structures morphologiques
au sein des genres d’Astomes. En fait, un prélevement genétique beaucoup plus grand de la
diversité morphologique des astomes sera nécessaire pour nous permettre de déméler les

tendances évolutives dans ce clade peu commun des ciliés.
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[CONCLUSION ET PERSPECTIVES }




CONCLUSION

Ce travail avait pour objectif d’analyser la diversité biologique de la mésofaune
infusorienne du tractus digestif des Oligochetes Megascolecidae et Glossoscolecidae

terricoles de la région de Yaoundé et ses environs.
Il aboutit & I’analyse morphologique et phylogénétique des infusoires Astomes.

La révision systematique de la famille des Radiophryidae de Puytorac, 1972, est
menée avec la description de cing especes nouvelles de la sous-famille des
Metaracoelophryinae de Puytorac, 1972 : Paracoelophrya falcifera n. sp, Metaracoelophrya
almae n. sp., Metraracoelophrya ebebdae n. sp., Dicoelphrya nkoldaensisn. sp. et

Dicoelophrya mediovacuolata n. sp.

La morphogenése de bipartition qui met en évidence une diversite de modes de
division dans la sous-classe des Astomatia. Chez Eudrilophrya complanata, Buchneriella
eupolytoreuti n. sp. et Metaradiophrya simplex n. sp., l’origine cinétosomienne et
cinétodesmale des fibres squelettiques est révélée. La palintomie radiaire et distale est
observée chez Buchneriella eupolytoreuti, et le phénomene de conjugaison est observé dans
les conditions naturelles chez Metaradiophrya simplex.

L’analyse des variations de I’appareil nucléaire et de la morphologie dans le genre
Almophrya aboutit a la description d’une espéce nouvelle : Almophrya nkoldaensis.

De plus, le nouveau genre Paraclausilocola n. gen. avec deux représentants décrits
chez un Eupolytoreutus indéterminé lors de 1’échantillonnage pour 1’étude moléculaire,
traduisent bien toute la biodiversité encore inexplorée dans la sous-classe des ciliés
Astomes. En somme, la sous-classe des Astomatia s’enrichit de 12 espéces nouvelles et
d’un nouveau genre.

Sur le plan méthodologique, nous avons mis au point un complément a la technique
de coloration de Fernandez Galiano, basé sur 1’enrobage des spécimens imprégnés a
I’albumine glycériné. Ce protocole simple et rapide permet de réaliser des préparations
définitives et la conservation des lames.

Les données moléculaires obtenues a partir de I’analyse des s€quences des ARN de la
petite sous-unité ribosomale de dix especes de ciliés Astomes ont abouti a la construction
d’un arbre phylogénétique, précisant la position de la sous-classe des Astomatia au sein de

la classe des Oligohymenophora. Il en ressort que :

|



- les sequences de génes des ARN de la petite sous-unité ribosomale des dix especes
d'Astomes etudiees les regroupent en un clade frere des Scuticociliés, tel que
préconisé par I’analyse des dispositifs morphologiques. L appartenance des Astomes
a la classe des Oligohymenophora, déja proposée par de Puytorac en 1954, semble

s’imposer ;

- les Almophrya seraient proches des Metaracoelophya, ce qui signifierait que ce genre

est une forme sans cytosquelette, perdu ou a I’origine des Metaracoelophryinae ;

- le fait que les Clausilicolidae soient proches des Eudrilophryidae pourrait signifier

que les Haptophorida sont effectivement hétérogeéne ;

- le fait que les genres Anoplophrya et Almophrya soient dispersés dans 1’arbre
confirme les propositions de de Puytorac sur I’hétérogénéité de ce qu’il a appelé le

facies anoplophryen ;

- les attributions ordinales de de Puytorac (1994) d’une part et les regroupements en
familles tant de de Puytorac (1994) que de Lynn (2008) d’autre part ne semblent pas
totalement en accord avec les données moléculaires. Ceci montre que les Astomes ne
peuvent apparemment pas étre subdivisés a ces niveaux taxonomiques sur la base des

données morphologiques.

PERSPECTIVES

Il nous parait impérieux d’obtenir les séquences de geénes des Ciliés Astomes du tube
digestif de divers Oligochétes d’autres niches écologiques du pays, afin de déterminer la
diversité génétique des populations en rapport avec les variations des caractéristiques des
aires de répartition de leurs hotes. Les résultats obtenus permettraient de mettre a la
disposition de la communauté scientifique une base de données importante a la réalisation

du bar code de vie.

Nous comptons échantillonner les Ciliés Ptychostomatidae, afin d’obtenir les séquences de
leurs génes, le but étant de vérifier si les Astomes sont effectivement un taxon frére du

groupe de Scuticociliés.
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Nous pensons qu’un prélévement beaucoup plus large des genres d'Astomes permettra de
peaufiner I’arbre phylogénétique des espéces de cette sous-classe ainsi que sa position

précise au sein de la classe des Oligohymenophora.

» Sachant que la morphologie a un determinisme génétique, les analyses cladistiques et
phénétiques dans cette sous-classe, permettrons de déterminer rétrospectivement quels
dispositifs morphologiques pourraient étre de bons indicateurs des rapports

phylogénétiques.
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Annexe 1 : systemes de classification du phylum des Ciliophora

A : Classification du Phylum des Ciliophora selon de Puytorac (1994)

Phylum CILIOPHORA Doflein, 1901

Sous-phylum TUBULICORTICATA de Puytorac et al., 1993

Super Classe POSTCILIODESMATOPHORA Gerassimova & Seravin, 1976
Classe KARYORELICTEA Corliss, 1974

Sous classe Trachelocercia Jankowski, 1980

Ordre Trachelocercida Kent, 1881

Sous classe Loxodia Jankowski, 1980
Ordre Loxodida Jankowski in Small & Lynn, 1985

Sous classe Protocruziidia Jankowski in Small & Lynn, 1985

Ordre Protocruziida Jankowski in Small & Lynn, 1985

Sous classe Protoheterotrichia Nouzarede, 1977
Ordre Protoheterotrichida Nouzarede, 1977

Classe HETEROTRICHEA Stein, 1859
Sous classe Heterotrichia Stein, 1859
Ordre Heterotrichida Stein, 1859

Ordre Coliphorida Jankowski, 1967
Ordre Armophorida Jankowksi, 1964
Ordre Phacodiniida Small & Lynn, 1985
Ordre Odontostomatida Sawaya, 1940
Ordre Licnophorida Corliss, 1957

Sous classe Clevelandellidia de Puytorac & Grain, 1976
Ordre Clevelandellida de Puytorac & Grain, 1976

Super Classe SPIROTRICHA Butschli, 1889

Classe HYPOTRICHEA Stein, 1859

Sous classe Euplotia Tuffrau & Fleury in de Puytorac et al., 1993
Ordre Kiitrichida Nozawa, 1941

Ordre Euplotida Small & Lynn, 1985

Ordre Uronychiida Tuffrau & Fleury in de Puytorac et al., 1993
Ordre Gastrocirrhida Tuffrau & Fleury in de Puytorac et al., 1993

Sous classe Oxytrichia Tuffrau & Fleury in de Puytorac et al., 1993
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Ordre Urostylida Jankowski, 1979
Ordre Discocephalida Wicklow, 1982
Ordre Oxytrichida Jankowski, 1979

Classe OLIGOTRICHEA Bitschli, 1887
Sous classe Oligotrichia Butschli, 1887
Ordre Oligotrichida Butschli, 1887

Sous classe Strobilia Laval-Peuto, Grain & Deroux in de Puytorac et al., 1993
Ordre Choreotrichida Small & Lynn, 1985
Ordre Tintinnida Kofoid & Campbell, 1929

SuperClasse TRANSVERSALA de Puytorac et al., 1993
Classe COLPODEA Small & Lynn, 1981

Sous classe Colpodia Foissner, 1985

Ordre Colpodida de Puytorac et al., 1974

Ordre Grossglockneriida Foissner, 1985

Ordre Bursariomorphida Fernandez-Galiano, 1978
Ordre Cyrtolophosidida Foissner, 1978

Ordre Sorogenida Foissner, 1985

Ordre Bryophryida de Puytorac et al., 1979

Sous classe Bryometopia Foissner, 1985
Ordre Bryometopida Foissner, 1985

Classe PLAGIOPYLEA Small & Lynn, 1985

Ordre Plagiopylida Small & Lynn, 1985

Sous-phylum EILICORTICATA de Puytorac et al., 1993
Classe LITOSTOMATEA Small & Lynn, 1981

Ordre Haptorida Corliss, 1974

Ordre Spathidiida Foissner & Foissner, 1988

Ordre Helicoprorodontida Grain in de Puytorac et al., 1993
Ordre Pleurostomatida Schewiakoff, 1896

Ordre Mesodiniida Grain in de Puytorac et al., 1993

Classe VESTIBULIFEREA de Puytorac et al., 1974

Ordre Trichostomatida Butschli, 1889

Ordre Entodiniomorphida Reichenow in Doflein & Reichenow, 1929
Ordre Blepharocorythida Wolska, 1971

Sous-phylum EPIPLASMATA de Puytorac et al., 1993

SuperClasse CILIOSTOMATOPHORA de Puytorac et al., 1993
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Classe PHYLLOPHARYNGEA de Puytorac et al., 1974
Sous classe Cyrtophoria Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Ordre Chilodonellida Deroux in de Puytorac et al., 1993
Ordre Chlamydodontida Deroux in de Puytorac et al., 1993
Ordre Dysteriida Deroux in de Puytorac et al., 1993

Sous classe Chonotrichia Wallengren, 1895

Ordre Chilodochonida Batisse in de Puytorac et al., 1993
Ordre Exogemmida Jankowski, 1972

Ordre Cryptogemmida Jankowski, 1975

Sous classe Rhynchodia Chatton & Lwoff, 1939
Ordre Hypocomatida Deroux, 1976
Ordre Rhynchodida Chatton & Lwoff, 1939

Sous classe Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858
Ordre Podophryida Jankowski, 1973

Ordre Exotropida Batisse in de Puytorac et al., 1993
Ordre Entotropida Batisse in de Puytorac et al., 1993

SuperClasse MEMBRANELLOPHORA Jankowski, 1975
Classe NASSOPHOREA Small & Lynn, 1981

Sous classe Prostomatia Schewiakoff, 1896

Ordre Prostomatida Schewiakoff, 1896

Ordre Prorodontida Corliss, 1974

Sous classe Nassulia Jankowski, 1967

Ordre Nassulopsida Deroux in de Puytorac et al., 1993
Ordre Synhymeniida Deroux, 1978

Ordre Nassulida Jankowski, 1967

Ordre Paranassulida Deroux in de Puytorac et al., 1993
Ordre Parahymenostomatida Grain etal., 1976

Ordre Microthoracida Jankowski, 1967

Classe OLIGOHYMENOPHOREA de Puytorac et al., 1974
Sous classe Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Ordre Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Ordre Urocentrida de Puytorac et al., 1987

Sous classe Scuticociliatia Small, 1967
Ordre Philasterida Small, 1967

Ordre Pleuronematida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
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Sous classe Peritrichia Stein, 1859
Ordre Sessilida Kahl, 1933
Ordre Mobilida Kahl, 1933

Sous classe Hysterocinetia Diesing, 1866

Ordre Hysterocinetida Diesing, 1866

Sous classe Astomatia Schewiakoff, 1896
Ordre Hoplitophryida Cheissin, 1930
Ordre Anoplophryida Cépéde, 1910

Sous classe Hymenostomatia Delage & Hérouard, 1896
Ordre Tetrahymenida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Ordre Ophryoglenida Canella, 1964

Sous classe Apostomatia Chatton & Lwoff, 1928
Ordre Apostomatida Chatton & Lwoff, 1928
Ordre Astomatophorida Jankowski, 1966
Ordre Pilisuctorida Jankowski, 1966

B : Classification du Phylum des Ciliophora selon Lynn (1994 ; 2008)

Phylum des CILIOPHORA Doflein, 1901

Sous-phylum POSTCILIODESMATOPHORA Gerassimova & Seravin, 1976
Classe KARYORELICTEA Corliss, 1974

Ordre Protostomatida Small & Lynn, 1985

Ordre Loxodida Jankowski in Small & Lynn, 1985

Ordre Protoheterotrichida Nouzaréde, 1977

Classe HETEROTRICHEA Stein, 1859

Ordre Heterotrichida Stein, 1859

Sous-phylum INTRAMACRONUCLEATA Lynn, 1996

Classe SPIROTRICHEA Bitschli, 1889

Sous classe Protocruziidia de Puytorac et al., 1987

Ordre Protocruziida Jankowski in Small & Lynn, 1985

Sous classe Phacodiniidia Small & Lynn, 1985
Ordre Phacodiniida Small & Lynn, 1985

Sous classe Hypotrichia Stein, 1859
Ordre Kiitrichida Nozawa, 1941
Ordre Euplotida Small & Lynn, 1985
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Sous-ordre Discocephalina Wicklow, 1982

Sous-ordre Euplotina Small & Lynn, 1985

Sous classe Oligotrichia Butschli, 1887
Ordre Strombidiida Petz & Foissner, 1992

Sous classe Choreotrichia Small & Lynn, 1985
Ordre Tintinnida Kofoid & Campbell, 1929
Ordre Choreotrichida Small & Lynn, 1985
Sous-ordre Strombidinopsina Small & Lynn, 1985
Sous-ordre Strobilidiina Small & Lynn, 1985

Sous-ordre Leegaardiellina Laval-Peuto, Grain & Deroux, 1994

Sous classe Stichotrichia Small & Lynn, 1985
Ordre Plagiotomida Albaret, 1974

Ordre Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961
Ordre Urostylida Jankowski, 1979

Ordre Sporadotrichida Fauré-Fremiet, 1961

Sous classe Licnophoria Corliss, 1957
Ordre Licnophorida Corliss, 1957

Classe ARMOPHOREA Jankowski, 1964 **
Ordre Armophorida Jankowksi, 1964

Ordre Clevelandellida de Puytorac & Grain, 1976
Ordre Odontostomatida Sawaya, 1940

Classe LITOSTOMATEA Small & Lynn, 1981
Sous classe Haptoria Corliss, 1974

Ordre Haptorida Corliss, 1974

Ordre Pleurostomatida Schewiakoff, 1896

Ordre Cyclotrichida Jankowski, 1980

Sous classe Trichostomatia Butschli, 1889

Ordre Vestibuliferida de Puytorac et al., 1974

Ordre Entodiniomorphida Reichenow in Doflein & Reichenow, 1929
Sous-ordre Archistomatina de Puytorac et al., 1974

Sous-ordre Blepharocorythina Wolska, 1971

Sous-ordre Entodiniomorphina Reichenow in Doflein & Reichenow, 1929

Classe PHYLLOPHARYNGEA de Puytorac et al., 1974
Sous classe Phyllopharyngia de Puytorac et al., 1974
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Ordre Chlamydodontida Deroux, 1976
Ordre Dysteriida Deroux, 1976

Sous classe Rhynchodia Chatton & Lwoff, 1939
Ordre Rhynchodida Chatton & Lwoff, 1939
Sous-ordre Rhynchodina Chatton & Lwoff, 1939

Sous-ordre Ancistrocomina Chatton & Lwoff, 1939

Ordre Hypocomatida Deroux, 1976

Sous classe Chonotrichia Wallengren, 1895
Ordre Exogemmida Jankowski, 1972
Ordre Cryptogemmida Jankowski, 1975

Sous classe Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858
Ordre Exogenida Collin, 1912
Ordre Endogenida Collin, 1912

Ordre Evaginogenida Jankowski in Corliss, 1979

Classe NASSOPHOREA Small & Lynn, 1981
Ordre Synhymeniida de Puytorac et al., 1974
Ordre Nassulida Jankowski, 1967

Ordre Microthoracida Jankowski, 1967

Classe COLPODEA Small & Lynn, 1981

Ordre Bryometopida Foissner, 1985

Ordre Bryophryida de Puytorac et al., 1979

Ordre Bursariomorphida Fernandez-Galiano, 1978
Ordre Colpodida de Puytorac et al., 1974

Ordre Cyrtolophosidida Foissner, 1978

Ordre Sorogenida Foissner, 1985

Classe PROSTOMATEA Schewiakoff, 1896
Ordre Prostomatida Schewiakoff, 1896
Ordre Prorodontida Corliss, 1974

Classe PLAGIOPYLEA Small & Lynn, 1985
Ordre Plagiopylida Small & Lynn, 1985

Classe OLIGOHYMENOPHOREA de Puytorac et al., 1974
Sous classe Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Ordre Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956




Sous-ordre Frontoniina Small & Lynn, 1985

Sous-ordre Parameciina Jankowski in Small & Lynn, 1985

Sous classe Scuticociliatia Small, 1967
Ordre Philasterida Small, 1967

Ordre Pleuronematida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Sous classe Hymenostomatia Delage & Hérouard, 1896
Ordre Hymenostomatida Delage & Hérouard, 1896
Sous-ordre Tetrahymenina Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Sous-ordre Ophryoglenina Canella, 1964

Sous classe Apostomatia Chatton & Lwoff, 1928
Ordre Apostomatida Chatton & Lwoff, 1928
Ordre Astomatophorida Jankowski, 1966
Ordre Pilisuctorida Jankowski, 1966

Sous classe Peritrichia Stein, 1859
Ordre Sessilida Kahl, 1933
Ordre Mobilida Kahl, 1933

Sous classe Astomatia Schewiakoff, 1896
Ordre Astomatida Schewiakoff, 1896
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Annexe 2 :
Alignement des séquences de génes, matrice pour I’analyse phylogénétique de la sous-classe des Astomatia Schewiakoff, 1896

Abréviations :
Ab : Almophrya bivacuolata ; Me : Metaracoelophrya intermedia ; Ma : Metaracoelophrya almae ; Me : Metracoelophrya ebebdae ; Am :
Anoplophrya marylandensis; Np: Njinella prolifera ; Ec: Eudrilophrya complanata ; Ms: Metraradiophrya simplex ; Pe:

Paraclausilocola elongatum ; Pc : Paraclausilocola constrictum.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

UGAAACUGCGGAUGGCUCAUU 1Ab

UCAUU 2 Mi

AAUGGCUCAUU 3 Ma
AACCUGGUUGAUCCUGCCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAAGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 4 Me
-AUCUGGUUGAUUUUGCCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAGGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 5Am
............... GCCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAAGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 6 Np
............... GCCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAAGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 7 Ec

--------- GAUCCUGCCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAAGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 8 Ms
................ CCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAAGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 9 Pe

----------- UCCUGCCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAAGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 10 Pe
----------- UCCUGCCAGUAGUCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCUAAGUAUAAAUAGUAUACAGUGAAACUGCGAAUGGCUCAUU 22 Pc

220 120 130 140 150 160 170 180 190 200

O 0 O O OO U0 OO V00 U0 OO OO U0 O O OO0 O 0 O A
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAUUGA-AAGCUAUAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUGU-UAACCUAACU-UACGAAGGGUUG 1 Ab
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAUUGA-ACGCUAUAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUG-CUAACCCAACU-CACGAAGGGUGG 2 Mi
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAUUGA-AAGCUAUAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUG-CAAACCCAACU-CACGAAGGGUUG 3 Ma
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAUUGA-AAGCUAUAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUGU-UAACCUAACU-UACGAAGGGUUG 4 Me
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAUUGA-AA-CCACAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCCUAAAAACUGGGCU-CACGCUCAGUUG 5 Am
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAUUGC-AAGCUACAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUGUCAAACCCGACUUCUGGGAGGGUUG 6 Np
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAU-GAACUUCUACAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUGUCAAACCUGACUUCUGGAAGGGUUG 7 Ec
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAU-GAACUUCUACAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUAUCAAACCCGACUUCUGGAAGGGUUG 8 Ms
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAU-GA-CUUCUACAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUAUCAAACCUGACUUCUGGAAGGGUUG 9 Pe
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAU-GA-CUUCUACAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUAUCAAACCUGACUUCUGGAAGGGUUG 10 Pe
AUAACAGUUAUAGUUUAUUUGAUAAU-GA-CUUCUACAUGGAUAACCGUGGUAAUUCUAGAGCUAAUACAUGCUAUCAAACCUGACUUCUGGAAAGGUUG 22 Pc

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300



U0 900 U0 OO 900 OO O VU0 U0 OO OO OO0 O O OO OO0 OO O O
UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAAUACUCU-UCACGGAGUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCGAAACUUCGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC

UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAAUACUCC-UCACGGAGUGUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCGAAACUUCGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAGUAUUCU-UCACUGAAUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCGAAGUUUCGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAAUACUCU-UCACGGAGUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCGAAACUUCGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAAUAUUCCUUCG-GGUCUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUUAACGAAUCUCGUAUUUACGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAAUAUUCCUUCG-GGUCUAUUGUGGUGAGUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCGGGAUUCCGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAAUAUUCCUUCG-GGUCUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCGGAAUUCCGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAACCAAUAUUCCUUCG-GGUCUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCGGAAUUCCGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAGCCAAUAUUCCUUCG-GGUCUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCAGAAUUCUGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAGCCAAUAUUCCUUCG-GGUCUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCAGAAUUCUGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC
UAUUUAUUAGAUAUCAAGCCAAUAUUCCUUCG-GGUCUAUUGUGGUGAAUCAUAGUAACUGAUCGAAUCUCAGAAUUCUGAGAUAAAUCAUUCAAGUUUC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

O 900 P00 900 U0 U0 O OO L O OO DU VO SO0 OO OO0 O 00 o0
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCGGUCACGGGUAACGGAGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCGGUCACGGGUAACGGAGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUUCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCGGUCACGGGUAACGGAGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCGGUCACGGGUAACGGAGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUUCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCAAUCACGGGUAACGGAGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCAGUCACGGGUAACGGGGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCAGUCACGGGUAACGGGGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCAGUCACGGGUAACGGGGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCAGUCACGGGUAACGGGGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCAGUCACGGGUAACGGGGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC
UGCCCUAUCAGCUUCCGAUGGUAGUGUAUUGGACUACCAUGGCAGUCACGGGUAACGGGGAAUUAGGGUUCGAUUCCGGAGAGGGAGCCUGAGAAACGGC

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

SO0 900 U0 OO0 V00 OO SO V00 U0 L OO0 VU0 O O OO 00 OO O
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAACCUGGGGGCUAUUAGCCUUACGGG
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAACCUGGGGGCUAUUAGCCUUACGGG
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGAUUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAACCUGGGUGCUAUCUGCAUUACGGG
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAACCUGGGGGCUAUUAGCCUUACGGG
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGAUUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAACCUGGGGGCUAUUAGCCUUACGGG
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAAGCCGGGGGCUUUGUGCCUUACGGU
UACCACAUCUAAGGAUGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAAACUGGGGGCUAUACGCCUUACGGU
UACCACAUCUAAGGAUGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAAACUGGGGGCUAUAUGCCUUACGGU
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAAACUGGGGACUCAAUGUCUUACGGU
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAAACUGGGGACUCAAUGUCUUACGGU
UACCACAUCUAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAAUUACCCAAUCCUGACUCAGGGAGGUAGUGACAAGAAAUAACAAACUGGGGACUCAAUGUCUUACGGU

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
900 P00 900 U0 O O OO L O VU DU VOO L OO OO 9O O o0

AUUGCAAUGAGAACAAUCCAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA
AUUGCAAUGAGAACAAUCCAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA
AUUGCAAUGAGAACAAUCUAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA
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AUUGCAAUGAGAACAAUCCAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA 4 Me
AUUGCAAUGAGAACAAUCCAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA 5Am
AUUGCAAUGAGAACAAUUUAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA 6 Np
AUUGCAAUGAGAACAAUUUAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA  T7Ec
AUUGCAAUGAGAACAAUUUAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA 8 Ms
AUUGCAAUGAGAACAAUUUAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA 9 Pe
AUUGCAAUGAGAACAAUUUAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA 10Pe
AUUGCAAUGAGAACAAUUUAAAACUCUUAGCGAGGAACAAUUGGAGGGCAAGUCUGGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUUCCAGCUCCAAUAGCGUAUAUUAA 22 Pc

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
U0 900 U0 OO0 V00 OO O V00 U0 UL OO0 OO0 OO O OO0 00 OO O
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGAAUGUU-CUUUUCGUUGGCCUCGGUC-AUGUCUAGGACAUUCAUCCGUCUGCAAACUAUACUA 1 Ab
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGAAUGUU-CUUUUCGUUGGCCUCGGUC-AUGUCUAGGACGUUCAUCCGUCUGCAAACUAUACUA 2 Mi
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGGCAGUU-CUUAUCUUUGGCUUCGGUCGAA-AUAAGGGCAGUCAUCCGUCUGCAAACUAUAUUA 3 Ma
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGAAUGUU-CUUUUCGUUGGCCUCGGUC-AUGUCUAGGACAUUCAUCCGUCUGCAAACUAUACUA 4 Me
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGUCUGUUUCUAGUCU-UGGCCUCGGUCG-AGCUAGGGGCAGUCAUCCGUCUGCAAACCAUGCUA 5 Am
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGGCUGUUUGCGA-CGC-GGCUUCGGCCG-UGCCGCAGACAGUCAUCCGUCUGCGAACCACGCUA 6 Np
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGGCUGCCUUUG-UUG-UGGCUUCGGCCGCAGCC-AAGACAGUCAUCCGUCUGCGAACCAUGCUA 7 Ec
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGGCUGUUUUUG-UUG-UGGCUUCGGCCG-CGGCUAAGACAGUCAUCCGUCUGCGAACCAUGCUA 8 Ms
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGGCUGCCUUUG-UCG-UGGCCUCGGCCG-CGAUCGAGACAGUCAUCCGUCUGCGAACCAUACUA 9 Pe
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGGCUGCCUUUG-UCG-UGGCCUCGGCCG-CGAUCGAGACAGUCAUCCGUCUGCGAACCAUACUA 10 Pe
AGUUGUUGCAGUUAAAAAGCUCGUAGUUGAAUUUCUGGCUGCCUUUG-UCG-UGGCCUUGGCCG-CGCCCGAGACAGUCAUCCGUCUGCGAACCAUACUA 22 Pc

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
U0 900 O 000 00 OO O OO0 00 OO O OO OO OO0 U0 OO OO 0 o
GUCCUUUAUUGGUCGGUAUGGGGAGUAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUUUCA-GGCAGGCAAUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 1 Ab
GUCCUUUAUUGGUCGGUAUGGGGAGUAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUUUCA-GGCAGGCAAUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 2 Mi
GUCCUUUACUGGUCGGUAUAGGGAGUAGUCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUUUCA-GGCAGGCAUUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 3 Ma
GUCCUUUAUUGGUCGGUAUGGGGAGUAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUUUCA-GGCAGGCAAUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 4 Me
GUCCUUCAUUGGUCGGUAUGGGGAGUAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUUUCA-GGCAGGCUUUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 5 Am
GGCCUUCACUGGUCGGCGUGGGGAGCAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUU-CAAGGCAGGCUAUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 6 Np
GGCCUUUAUUGGUCGGUAUGGGGAGCAGGCAUUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUU-CAAGGCAGGCUAUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 7 Ec
GGUCUUUAUUGGUCGGUAUGGGGAGCAGGCAUUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUU-CAAGGCAGGCUAUUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 8 Ms
GGCCUUCACUGGUCGGUAUGGGGAGCAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUU-CAAGGCAGGCU-UUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 9 Pe
GGCCUUCACUGGUCGGUAUGGGGAGCAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUU-CAAGGCAGGCU-UUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 10 Pe
GGCCUUCACUGGUCGGUAUGGGGAGCAGGCACUUUACUUUGAAAAAAUUAGAGUGUU-CAAGGCAGGCU-UUGCCCGAAUACAUUAGCAUGGAAUAAUGG 22 Pc

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
SO0 900 O OO0 V00 OO VO VU0 U0 OO OO0 OO0 OO O OO o0 O
AAUAGGACUC-GUCCAUUUUA-UUGGUUAUUGGAUUGA-GUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU 1 Ab
AAUAGGACUC-GUUCAUUUUA-UUGGUUAUUGGAUUGA-GUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU 2 Mi
AAUAGGACUCUGUCCAUUUUACUUGGUUAUUGGAUUGA-GUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGGGCAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU 3 Ma
AAUAGGACUC-GUCCAUUUUA-UUGGUUAUUGGAUUGA-GUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU 4 Me
AAUAGGACUUAGUCCAUUUUUGUUGGUUAUUGGAUUGA-GUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU 5 Am
AAUAGGACUUAGUCCAUUUU-GUUGGUUAUUGGAUU-AGGUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU 6 Np
AAUAGGACUUAGUCCAUUUU-GUUGGUUAUUGGAUU-AGGUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU 7 Ec



AAUAGGACUUAGUCCAUUUU-GUUGGUUAUUGGAUU-AGGUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU
AAUAGGACUUAGUCCAUUUU-GUUGGUUAUUGGAUU-AGGUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU
AAUAGGACUUAGUCCAUUUU-GUUGGUUAUUGGAUU-AGGUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU
AAUAGGACUUAGUCCAUUUU-GUUGGUUAUUGGAUU-AGGUAAUGAUUAAUAGGGACAGUUGGGGG-CAUUAGUAUUUAAUUGUCAGAGGUGAAAUUCUU

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
SO0 900 O V00 00 OO0 VU0 OO0 O OO OO OO0 O O O o 0
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGGAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU
GGAUUUAUUAAAGACUAACUUAUGCGAAAGCAUUUGCCAAGGAUGUUUUCAUUAAUCAAGAACGAAAGUUAGGGGAUCAAAGACGAUCAGAUACCGUCCU

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 2200
00 P00 O OO V00 OO O VU0 U0 OO OO OO0 O O OO 00 O A I
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUGCAAUAUGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUGCAAUAUGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGUCGGGU-AUUUAUGCUCGAUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUGCAAUAUGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGU-AUUUAAGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAUUCAAGGUCUUGGGGUUCUGGGGGAAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUGUCUUAAGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUUCAUUAAGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUACAUUAAGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUGCAUUAAGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUGCAUUAAGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA
AGUCUUAACUAUAAACUAUACCGACUCGGGAUCGGCCGGGUGCAUUAAGCUCGGUCGGCACCGUAUGAGAAAUCAAAGUCUUUGGGUUCUGGGGGGAGUA

2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 1200
O 00 O OO0 00 OO0 900 U OO0 O UL OO OO0 O O O o 0

UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGUUCGCAAGGUUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
UGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAAGGAAUUGACGGAAGGGCACCACCAGGAGUGGAGCCUGCGGCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAAACUUACCAGGUCA
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1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
O OO OO0 00 OO0 OO L OO VU OO O O L OO oo I
AAACAUGGGUGAGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 1 Ab
AAACAUGGGUGAGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 2 Mi
AAACAUGGGUGAGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 3 Ma
AAACAUGGGUGAGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 4 Me
AAACAUGGGUGAGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 5 Am
AAACAUGGGUAGGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 6 Np
AAACAUGGGUGGGAUUGACAGAUAGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 7 Ec
AAACAUGGGUGGGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 8 Ms
AAACAUGGGUGGGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 9 Pe
AAACAUGGGUGGGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 10 Pe
AAACAUGGGUGGGAUUGACAGAUUGAGAGCUCUUUCUUGAUUCUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGUGAUUUGUCUGGUUAAUUC 22 Pc

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
OO0 00 O O 00 00 OO OO0 U0 OOt OO 900 O L OO OO0 OO O oo I
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAAUUAGUCGCGUGAACCAUAUUCACGCGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCGGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 1 Ab
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAAUUAGUCGCGUGAACCAUAUUCACGCGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCGGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 2 Mi
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAAUUAGUCGCGUGAACCAUAUUCAUGUGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCGGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 3 Ma
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAAUUAGUCGCGUGAACCAUAUUCACGCGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCGGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 4 Me
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAACUAGUCAUUUGAACUUUAUUCGAAUGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCUGCGGAAGCGCAUGGAAGUUUGAG 5 Am
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAACUAGUCAUCGGAAUUCCAUUCUGAUGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCUGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 6 Np
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAACUAGUCAUCGGAACUCCAUUCUGAUGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCUGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 7 Ec
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAACUAGUCAUCGGAACUCCAUUCUGAUGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCUGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 8 Ms
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAACUAGUCGUCAGAACUCCAUUCUGACGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCUGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 9 Pe
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAACUAGUCGUCAGAACUCCAUUCUGACGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCUGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 10 Pe
CGUUAACGAACGAGACCUUAACCUGCUAACUAGUCGUCAGAACUCCAUUCUGACGUACUUCUUAGAGGGACUAUGCGGCUGAAACGCAUGGAAGUUUGAG 22 Pc

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
OO0 00 O S0 00 OO S V00 O L OO VO IO O OO 00 OO A IO
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGACGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGCAUUAUCCUGACCCGGAAGGG-CAC-GGUA 1 Ab
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGACGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGCAUUAUCCUGACCCGGAAGGG-CAC-GGUA 2 Mi
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGACGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGUAUUAUCCUGACCCGGAAGGG-CUC-GGUA 3 Ma
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGACGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGCAUUAUCCUGACCCGGAAGGG-CAC-GGUA 4 Me
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGACGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGCAUUUUCCUGACCCGGAAGGG-UUC-GGUA 5 Am
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGAUGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGUAUUAUCCUGGCCCGGAAGGGAGUCGGGUA 6 Np
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGAUGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGUAUUAUCCUGGCCCGGAAGGGAGUCGGGUA 7 Ec
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGAUGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGUAUUAUCCUGGCCCGGAAGGGAGUCGGGUA 8 Ms
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGAUGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGUUUUAUCCUGGCCCGGAAGGGAGUCGGGUA 9 Pe
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGAUGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGUUUUAUCCUGGCCCGGAAGGGAGUCGGGUA 10 Pe
GCAAUAACAGGUCUGUGAUGCCCCUAGAUGUCCUGGGCCGCACGCGCGCUACAAUGACACGCUCAGCAAGUUUUAUCCUGGCCCGGAAGGGAGUCGGGUA 22 Pc

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

SO0 V00 WO OO 00 V00 U0 OO VO V00 OO O OO O OO o
AUCUUCAUAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGCAAUUAUGGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUUAGCUUGUACUGAUUAC 1 Ab



AUCUUCAUAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGCAAUUAUGGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUUAGCUUGUACUGAUUAC 2 Mi
AUCUUCAUAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGCAAUUAUGGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUUAGCUUGUACUGAUUAC 3 Ma
AUCUUCAUAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGCAAUUAUGGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUUAGCUUGUACUGAUUAC 4 Me
AUCUUCACAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGCAAUUAUGGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUUAGCUUGUACUGAUUAC 5Am
AUCUUCACAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGUAAUUAUAGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUUAGCUUGUACUGAUUAC 6 Np
AUCUUUACAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGUAAUUAUAGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUCAGCUUGUACUGAUUAC TEc
AUCUUUACAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGUAAUUAUAGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUCAGCUUGUACUGAUUAC 8 Ms
AUCUUCAUAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGUAAUUAUAGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUCAGCUUGUACUGAUUAC 9Pe
AUCUUCAUAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGUAAUUAUAGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUCAGCUUGUACUGAUUAC 10 Pe
AUCUUCAUAAUACGUGUCGUGUUAGGGAUAGAUCUUUGUAAUUAUAGAUCUUGAACGAGGAAUUCCUAGUAAGUGCAAGUCAUCAGCUUGUACUGAUUAC 22 Pc

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
U0 900 900 90000 O OO LU OO OO OO0 OO OO OO O OO O O
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGAUCAGGUGAACAUUCCGGACUGC-UCUAGUCCUCGAGAC-UAGAGUAGGAA 1 Ab
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGAUCAGGUGAACAUUCCGGACUGC-UUUAGUCCUCGAGAC-UAGAGUAGGAA 2 Mi
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGAUCAGGUGAACAUUCCGGACUGC-U---GCCCUU-AG--GUUAUGCAGAAA 3 Ma
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGAUCAGGUGAACAUUCCGGACUGC-UCUAGUCCUCGAGAC-UAGAGUAGGAA 4 Me
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGGUCAGGUGAACAUUCCGGACUGCAGUU--UCC-C-A-A--UU--GUAGAAA 5 Am
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGACAAGGUGAACAUUCCGGACCGCAGC--GACCUCGUGUCGUU--GUGGAAA 6 Np
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGACAAGGUGAACAUUCCGGACCGC-GCUAAUC-UCCUG--GUUACGUGGAAA 7 Ec
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGACAAGGUGAACAUUCCGGACCGC-GCUAGCCCUUGAG--GUUACGUGGAAA 8 Ms
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGAUAAGGUGAACAUUCCGGACCGC-GCUAACCCUCGUG--GUUACGUAGAAA 9 Pe
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGAUAAGGUGAACAUUCCGGACCGC-GCUAACCCUCGUG--GUUACGUAGAAA 10 Pe
GUCCCUGCCCUUUGUACACACCGCCCGUCGCUCCUACCGAUUUCGAGUGAUAAGGUGAACAUUCCGGACCGC-GCUAACCCUCGUG--GUUACGUAGAAA 22 Pc

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770
SO0 900 O VU 00 OO O OO0 L OO0 0 O A O

GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAAAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 1 Ab
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAAAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 2 Mi
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAAAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 3 Ma
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAAAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 4 Me
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAAAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCAGAUGGAUCA 5Am
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAGAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 6 Np
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAGAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 7 Ec
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAGAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 8 Ms
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAGAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 9 Pe
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAGAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 10 Pe
GUUAAGUAAACCUUAUCACUUAGAGGAAGGAGAAGUCGUAACAAGGUUUCCGUAGGUGAACCUGCGGAAGGAUCA 22 Pc
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