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“Classifications are theories about the basis of natural order,
not dull catalogues compiled only to avoid chaos”

Stephen Jay Gould, Wonderful Life, 1989
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Le travail présent¢ dans ce mémoire est une contribution au Réseau de Centres
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premier chapitre consiste en une introduction qui fournit au lecteur une mise en contexte du
sujet d’étude. Le deuxiéme chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés, les
résultats ainsi que la discussion. Le mémoire se termine par une conclusion générale qui
constitue le troisiéme chapitre. Les résultats et les interprétations présentés feront I’objet
d’un article dont ['auteur du présent mémoire sera |’auteur principal. Cet article sera soumis
dans une revue avec comité de lecture. Eric Potvin a effectué la majorité du travail de

laboratoire, I’analyse des données ainsi que la rédaction du mémoire.



RESUME

Les kystes sphériques, bruns et épineux constituent un groupe morphologique qui
caractérise plusieurs assemblages de kystes modernes des hautes latitudes. Le kyste de
dinoflagellé Islandinium minutum faisant partie de ce groupe constitue le principal
indicateur paléoécologique permettant de reconstituer la durée du couvert de glace
saisonnier en Arctique. Son importance provient de sa vaste répartition a travers les régions
arctiques et subarctiques et de sa représentativité dans les assemblages de sédiments de
surface pouvant aller jusqu’a 90% dans le nord de la baie de Baffin, ’archipel arctique
canadien, le détroit de Fram et la mer de Kara. Les connaissances de I’écologie des
dinoflagellés sont principalement restreintes aux formes mobiles vivant dans la partie
supérieure de la colonne d’eau ou aux kystes déposés a la surface du sédiment.
L unification de ces connaissances €cologiques pourrait dresser un meilleur portrait des
relations entre les espéces et les facteurs environnementaux tout en augmentant nos
connaissances sur la taxonomie et I’interprétation du registre fossile. A partir d’expériences
d’incubations de kystes dans des conditions controlées ainsi que de la génétique a une
cellule, I’affinit€ biologique de I’espece et sa position phylogénétique a partir du géne qui
code pour ’ARN de la petite sous-unité ribosomale ont été déterminées. La forme mobile
thécale obtenue est une nouvelle espece arctique. La formule tabulaire de [’espece est
typique du genre Protoperidinium et du sous-genre Archaeperidinium : Po, x, 4°, 2a, 777,
3¢, (5+2)s, 577, Op, 27777, La position phylogénétique de |'espéce €tudiée a €t€ le résultat le
plus inattendu de I’étude. L’espece est étroitement liée a Thecadinium dragescoi, une
espece vivant dans les interstices sableux et qui fait actuellement partie de ’ordre des
Gonyaulacales. Ce regroupement est stable dans toutes les analyses, mais sa position
phylogénétique varie a proximité des Protoperidiniaceae. Cette instabilité est probablement
le reflet du manque de connaissances génétiques chez les Protoperidiniaceae. L’association
phylogénétique constante ainsi que la morphologie et |’écologie divergentes des deux
especes tendent a les associer a des genres inconnus, distincts et liés étroitement. Le
manque d’informations génétiques chez les espeéces similaires a la forme mobile obtenue a
rendu impossible la détermination de caracteres distinctifs représentant I’histoire €évolutive
de ces especes. La forme mobile obtenue a donc €t€ incorporée au genre Protoperidinium
sous le nom Protoperidinium canadensis sp. nov..



X1

TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ... iii
LISTE DES COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES ORALES ET PAR AFFICHE.......vi
AVANT-PROPOS ..o ix
RESUME ....oooiiiiiomeooeeeoeeeeeeeoeeeee e e X
TABLE DES MATIERES ... et Xi
LISTE DES TABLEAUX oo, X111
LISTE DES FIGURES ......oooooooooooeeeeeeeee e Xiv
LISTE DES PLANCHES DE PHOTOS ......oooooiooeoeoeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e XV
INTRODUCTION GENERALE ......ooiioooeoeoeoeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeoeeeeeee . [
MATERIEL ET METHODES, RESULTATS ET DISCUSSION ..., 8
L. Matériel et MEthOdeS. ... ..., 8
Lo GeIMINALION 1oL 8

[.2 MOIPROIOZIE ..o 9

1.3 GENCHIQUE ..ot 10

2 RESUIALS ... e 14
2.1 Morphologie du KYSte ......coooiiiiii e, 14

2.2 GEIMUNAION L...ooii oo 15

2.3 Morphologie de la forme mobile ... 16

24 GENEHIQUE ...ttt 19



X 11

3 DISCUSSION .ttt ettt ettt as 21
3.1 Succes évolutif de Pespece ......ooiiiiiiiiiii e 21

3.2 Interprétation micropaléontologique et affinité biologique ...........cc.cooooiiiin 21

3.3 COmPAaraiSOn €NLIE ESPECES ...oeervrieerieiiietiiietiesetiee et eeeeee e ee e e e e e ereeeeeeneea e e, 24

R @153 4 1< [ | O S U RS TTSPUSPRP 28

3.5 Incorporation de I’espece au genre Protoperidinium .................ccccccovveeiiieiecnnne. 29
CONCLUSION GENERALE ..ottt 31

BIBLIOGRAPHIE ... .o et 34



X1il

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Amorces utilisées pour I’amplification et le séquengage du gene codant pour
[’ARN de la petite sous-unit€ riboSOmMale ...........ccooiiiiiiiiiiii e 45
Tableau 2. Taxa utilisés pour établir la phylogénie a partir du géne codant pour I’ARN de la
petite sous-unité riboSOmMAale ... 47
Tableau 3. Caractéristiques morphologiques des formes mobiles utilisées lors de la
génétique a une cellule ... 51
Tableau 4. Caractéristiques morphologiques de la forme mobile obtenue et des espéces
similaires du genre Protoperidifium ..................c.occcovveiiieniiiecieeeee e 52

Tableau 5. Caractéristiques morphologiques des kystes des especes sélectionnées............. 53



X1V

LISTE DES FIGURES

Figure 1. Localisation du site d’échantillonnage (étoile) et distribution connue de
Islandinium minutum dans le sédiment de surface de I’hémisphere nord (modifiée de
Head ef al., 2001) c..oooiie e e 54

Figure 2. Germinations de /Islandinium minutum en fonction du temps de réponse aux
stimult (n=1; 120 ZErMINAtIONS) ...oeeiiiiiiiieiiiiie ettt e e e e eie e e e e 55

Figure 3. Vues générales schématisées de la theque de la forme mobile de Islandinium
minutum. Les parties grisatres du sulcus sont des extensions de plaques ou des
plaques additionnelles (ap) situées sous les plaques sulcales principales as (sulcale
antérieure), rs (sulcale droite), ms (sulcale médiane), Is (sulcale gauche) et ps (sulcale
[SJO I (S TS 1L £ ST SUURU 56

Figure 4. Arbre phylogénétique se basant sur la méthode Maximum Likelihood. Les valeurs
de support de la méthode Bootstrap supérieures a 50% et inférieures a 95% sont
fournies (Neighbor-Joining/Maximum Parsimony). Les cercles représentent des
valeurs de support Bootstrap supérieures ou égales a 95%. Les €toiles représentent les
especes du sous-genre Archaeperidinium. Les séquences dérivées de cette étude sont
mises en €évidence dans les encadrés NOILS. .........oociiiiiiieiiiiiiii e 57

Figure 5. Comparaison de 1'épitheque de la forme mobile de Islandinium minutum et de
[’archéopyle de plusieurs kystes. La morphologie générale de I'archéopyle refléte trois

plaques de I'épitheque de la forme mobile (illustrées en gris). .........ccoooiiiiiiiiin 58



XV

LISTE DES PLANCHES DE PHOTOS

Planche 1. Photomicrographies (DIC) du kyste de dinoflagellé Islandinium minutum. (a)
coupe optique d'un kyste vivant illustrant le contenu cellulaire et un processus
incomplet (fleche); (b) coupe optique révélant des détails de la paroi du kyste; (c) vue
tangentielle illustrant les détails de la surface du kyste (la fléche pointe un anneau);
(d-e) vue tangentielle illustrant les détails des processus; (f-g) vue tangenticlle
illustrant la distribution des processus; (h) coupe optique d'un processus (indiquée par
la fleche). La barre d'échelle estde 10 pm ... 59

Planche 2. Photomicrographies (DIC et épifluorescence) et schémas du kyste de
dinoflagelle Islandinium minutum et de la forme mobile obtenue. (a-f) kyste; (a-b, d-
e) photomicrographies en vue tangentielle de la paroi du kyste illustrant l'archéopyle
des spécimens; (c,f) schémas de l'archéopyle des spécimens illustrés; (g-k) forme
mobile; (g) photomicrographie en coupe optique d'une forme mobile vivante; (h)
photomicrographie en coupe optique d'une forme mobile vivante illustrant des
chloroplastes; (i-j) photomicrographies en vue tangentielle illustrant des épines
arrondies (fleches); (k) photomicrographie en vue tangentielle illustrant une créte
allongée (fleche). La barre d'échelle estde 10 pm ... 60

Planche 3. Photomicrographies (DIC et lumiere naturelle) et schémas des theques de la

forme mobile obtenue. (a) photomicrographie en vue tangentielle du complexe du



XVi

pore apical; (b) schéma du complexe du pore apical; (c) photomicrographie en vue
tangentielle apicale de I'épitheque du morphotype | (contact ["/la); (d)
photomicrographie de |’étalement de I'épitheque du morphotype I; (e) schéma de
I'épitheque du morphotype I; (f) photomicrographie en vue tangentielle apicale de
I'épitheque du morphotype 2 (contact 2'/2"); (g) schéma de I'épithéque du morphotype
2; (h) photomicrographie en vue tangentielle apicale de I'épitheque du morphotype 3
(contact 2'/1a/1"/2"); (1) schéma de 1'épithéque du morphotype 3. La barre d'échelle
ESEAE 1O LM oo e et 61
Planche 4. Photomicrographies (DIC) et schémas des theéques de la forme mobile obtenue.
(a) photomicrographie en vue tangentielle apicale de I'épithéque du morphotype 4
(fusion 1"/2"; les plaques équivalentes chez les morphotypes 1, 2 et 3 sont indiquées
entre parentheses); (b) schéma de ['épitheque du morphotype 4 (les plaques
¢quivalentes chez les morphotypes 1, 2 et 3 sont indiquées entre parenthéses); (c)
photomicrographie en vue tangentielle de la suture cingulaire 2c/3c; (d)
photomicrographie en vue tangentielle de la suture cingulaire lc/2c et de la plaque ms
(fleche); (e) photomicrographie en vue tangentielle de l'aire sulcale; (f)
photomicrographie d’un étalement illustrant une plaque additionnelle (ap, fleche)
ainsi que la plaque ms (fleche); (g) schémas des plaques sulcales illustrées a la
photomicrographie précédente; (h) photomicrographie d’un étalement illustrant une
extension de la plaque Is dans sa partie supérieure (fleche) et la présence d'une cote
dans sa partie inférieure (fléche); (i) schémas des plaques sulcales illustrées a la

photomicrographie précédente. La barre d'échelle estde 10 pm ..., 62



XVil

Planche 5. Photomicrographies (DIC) et schémas des théques de la forme mobile obtenue.
(a) photomicrographie de I’étalement de la théque illustrant une plaque additionnelle
(ap; fléche) et une projection de la plaque as en forme de crochet (fleche); (b)
schémas des plaques sulcales illustrées a la photomicrographie précédente; (c)
schéma des plaques sulcales principales (as, rs, ms, Is, ps) ainst que de [’ailette
sulcale; (d) photomicrographie en vue tangentielle antapicale de I'hypothéque; (e)
photomicrographie d’un étalement de |'hypothéque; (f) schéma de I'hypotheque. La

barre d'échelle est de 1O LM ... 63



CHAPITRE 1

INTRODUCTION GENERALE

Généralités. Les dinoflagellés (i.e. Dinophyceae) actuels représentent un groupe
diversifié d’organismes planctoniques comprenant environ 2000 espéces marines et
quelques centaines d’espéces d’eau douce. Ils sont distribués sous toutes les latitudes, de
I’équateur aux mers polaires (de Vernal et Marret, 2007). Les dinoflagellés sont présents
dans les milieux marins cotiers, estuariens et ouverts, riverains, lacustres, sableux ainsi que
sous et intra glaciels (Evitt, 1985; Fensome ef al., 1993). Environ la moitié des especes de
dinoflagellés sont dépourvus de chloroplastes, et sont donc des hétérotrophes obligatoires,
alors que les espéces de I’autre moitié contiennent des chloroplastes et sont soit
phototrophes ou mixotrophes (Schweikert et Elbréichter, 2004). Plusieurs dinoflagellés ont
un cycle de vie complexe comportant plusieurs phases asexuées et sexuées, haploides et

diploides ainsi que mobiles et enkystées.

Forme mobile. Les formes mobiles des dinoflagellés se distinguent par feur paroi ou
amphiesma. La paroi est constituée d’un ensemble de vésicules qui sont organisées selon un
arrangement distinctif (i.e tabulation). Des plaques cellulosiques peuvent étre présentes ou
absentes a I’intérieur des vésicules; les dinoflagellés sont alors qualifiés de thécaux ou
d’athécaux respectivement (Fensome et al., 1993). La tabulation varie, mais possede des

caractéristiques communes selon le niveau de classification taxonomique. Des systemes ont



été utilisés afin de décrire la géométrie et la topologie des plaques des dinoflagellés thécaux
afin d’obtenir une meilleure compréhension des relations entre les taxa. Certains de ces

systemes sont décrits dans Eaton (1980), Taylor (1980) et Evitt (1985).

Kyste. Les dinoflagellés peuvent produire des kystes a différents stades de leur cycle
de vie. Des kystes temporaires peuvent se développer lors de conditions adverses et
représentent un moyen de survie a court terme pour |’organisme. Ces kystes ont une paroi
mince et n'entrent pas dans un stade de dormance. Les kystes de dormance représentent un
stade ou le métabolisme est réduit de facon importante. Certains de ces kystes possédent
une paroi résistante leur permettant d’étre préservés dans le registre fossile (Head, »l996).

C’est de ce type de kyste dont 1] sera question par la suite.

La classification des formes mobiles constitue une base pour la classification et
I’interprétation des kystes de 'ordre des Peridiniales et des Gonyaulacales (Evitt, 1985).
Ceci est rendu possible par I’expression de la tabulation de la forme mobile chez certains
kystes. Ce reflet de la tabulation sur le kyste est nommé paratabulation. Le critére
paratabulaire le plus important chez le kyste est I’archéopyle, ouverture utilisée lors de la
germination. Les particularités de I’archéopyle permettent de classifier le kyste au niveau
de la famille ou du genre et parfois de distinguer les différents kystes a I’espece (e.g.
Brigantedinium cariacoense et Brigantedinium simplex). La paratabulation peut se limiter a
I’archéopyle chez certains kystes ou, a I’extréme, refléter la tabulation presque compléte de
la forme mobile. L interprétation de cette paratabulation permet au paléontologue, dans

certains cas, d’apporter des hypothéses quant a la forme mobile ayant produit le kyste.



D’autres critéres importants sont utilisés lors de I’identification tels que la morphologie du
corps du kyste, I’ornementation ainsi que la couleur et la structure de la paroi (Matsuoka et

Fukuyo, 2000).

Intéréts scientifiques. L’importance écologique et socio-économique des formes
mobiles et la nature résistante de la paroi de certains kystes ont attiré I’attention de deux
groupes de scientifiques, soit les phytoplanctonologues et les paléontologues
respectivement. Les phytoplanctonologues ont €té intéressés entre autre par les especes
productrices de toxines, la productivité primaire et les relations trophiques alors que les
paléontologues ont porté leur attention sur l'utilité des kystes en biostratigraphie (e.g.
exploration pétroliere) et comme indicateurs paléoécologiques des conditions de surface
(e.g. Rochon et al., 1999 ; de Vemal et al., 2001 ; de Vernal ef al., 2005 ). Les intéréts de
ces deux groupes de scientifiques ont mené a la production de deux systéemes de
classifications qui ont été développés presque indépendamment, soit le systeme biologique

pour les formes mobiles et paléontologique pour les kystes.

Etude du cycle de vie. L’intérét des phytoplanctonologues a déterminer |'équivalent
des formes mobiles sous forme de kyste (i.e. aftinité paléontologique) s’est accru par la
reconnaissance de I’importance des kystes dans la récurrence des efflorescences d’algues
nuisibles (e.g. Bolch et Hallegraeff, 1990; Genovesi-Giunti et al.,, 2006). Les
paléontologues ont également démontré de I’intérét pour déterminer I’équivalent des kystes
sous leurs formes mobiles (i.e. affinité biologique). La détermination de [’affinité

biologique des indicateurs paléoécologiques permet d’associer les connaissances portant



sur la distribution des kystes a celle des formes mobiles et d’obtenir une meilleure
compréhension des relations entre les espéces et les facteurs environnementaux en plus de

clarifier leur taxonomie.

Les études portant sur le cycle de vie des dinoflagellés peuvent prendre plusieurs
formes. La plupart des relations entre les kystes et les formes mobiles sont déterminées par
I’incubation de kystes vivants et I’identification de la forme mobile a la suite de la
germination du kyste (e.g. Kawami ef al., 2006 ; Lewis et al., 1984; Zonneveld et Dale,
1994). La détermination de la relation entre le kyste et la forme mobile peut également étre
réalisée par la production de kystes a partir de cultures (e.g. Rochon et al., 2009; de Sousa
E Silva, 1962). Quelques relations ont €galement été déterminées par 1’observation, dans le
plancton, de stades intermédiaires possédant a la fois les caractéristiques du kyste et de la

forme mobile.

Génetique. Les connaissances sur les relations évolutives des dinoflagellés étaient
auparavant basées enticrement sur la morphologie. Dans la derniére décennie, nos
connaissances sur I’évolution des dinoflagellés ont été enrichies par I’apport de la génétique
(e.g. Daugbjerg et al., 2000; Saldarriaga et al., 2001). Les connaissances moléculaires
actuelles sont davantage orientées vers les formes facilement cultivables et ne nécessitant
pas ’apport de proies. La génétique a une cellule (Bolch, 2001; Sebastian et O’Ryan 2001;
Godhe et al., 2002 ; Takano et Horiguchi 2004 ; Yamaguchi et Horiguchi, 2005 ; Gribble et
Anderson, 2006 ; Matsuoka et al., 2006) a permis d’apporter davantage de connaissances

moléculaires sur les formes difficilement cultivables. L’apport de ces connaissances



moléculaires modifie de fagon importante nos fagons de voir les relations évolutives entre

les especes.

Contexte et objectifs

Les kystes produits par les dinoflagellés sont utilisés comme indicateurs
paléoécologiques des conditions de surface en Arctique. Dans ces régions, les
connaissances sur la distribution des dinoflagellés sous leur forme mobile dans les eaux de
surface et sous leur forme enkystée a la surface du sédiment augmentent progressivement.
La relation entre la forme mobile et enkystée n’est toutefois connue que pour une partie des
especes productrices de kystes (Rochon, 2009). La détermination de ces relations pourrait
permettre de dresser un meilleur portrait des relations entre les especes et les facteurs
environnementaux tout en augmentant nos connaissances sur la taxonomie et
I’interprétation du registre fossile. Les connaissances sur les liens entre le kyste et la forme
mobile qui le produit sont toutefois défaillantes pour plusieurs especes, et ce,

particulierement pour I’environnement arctique.

Les kystes sphériques, bruns et épineux constituent un groupe morphologique qui
caractérise plusieurs assemblages modernes des hautes latitudes (e.g. Head et a/. 2001). Ces
kystes sont répartis a I'intérieur de deux genres de kystes, soit Islandinium (Head et al.,
2001) et Echinidinium (Zonneveld, 1997). Ces deux genres se distinguent par leur
archéopyle. Islandinium posséde un archéopyle saphopylique (i.e opercule libre) reflétant

trois plaques apicales tel qu’énoncé par Head e al. (2001) alors que Echinidinium possede



un archéopyle théropylique (i.e. opercule attaché) formé par la rupture de parasutures

prédéterminées sur la partie du kyste reflétant 1’épithéque.

L’affinité biologique des especes de kystes sphériques, bruns et €pineux est, dans la
plupart des cas, inconnue. Les expériences d’incubations réalisées jusqu’a maintenant sur
ce groupe morphologique ont produit des formes mobiles attribuables au genre
Protoperidinium (e.g. Lewis et al., 1984) et a la sous-famille Diplopsalioideae (e.g.

Kawami ef al., 2006), tous les deux faisant partie de la famille Protoperidiniaceae.

Islandinium minutum (Harland et Reid) Head, Harland et Matthiessen posséde une
histoire taxonomique complexe. L’espece a été décrite a I’origine en tant que Multispinula?
minuta Harland et Reid (Harland ef al., 1980). Les auteurs étaient alors incertains quant a
I’affinité générique de I’espece. Matsuoka et Bujak (1988) ont ensuite assigné I’espece au
genre Algidasphaeridium sous-entendant une affinité pour I’ordre des Gymnodiniales. En
2001, Head et al. ont reclassifi¢ de nouveau ’espece dans le nouveau genre de kyste
Islandinium faisant partie de la famille des Protoperidiniaceae qui est constituce

exclusivement d’especes marines non photosynthétiques (Fensome et al., 1993).

Dans cette étude, ['intérét a été porté sur le kyste de dinoflagellé [slandinium
minutum (Head et al., 2001) en raison de son utilit¢ comme principal indicateur
paléoécologique permettant de reconstituer la durée du couvert de glace saisonnier en
Arctique. Son importance comme indicateur provient de sa répartition importante a travers

les régions arctiques et subarctiques et de sa représentativité dans les assemblages de



sédiments de surface pouvant aller jusqu’a 90% dans le nord de la baie de Baffin, I’archipel

arctique canadien, le détroit de Fram et la mer de Kara.

Le travail réalisé dans ce mémoire vise a |) établir la relation entre le kyste de
dinoflagellé [slandinium minutum et la forme mobile qui le produit & partir d’expériences
d’incubations et d’observations détaillées en microscopie optique du kyste et de la forme
mobile et a 2) déterminer la place phylogénétique de I’espéce a partir de données
génétiques obtenues sur le géne codant pour [’ARN de la petite sous-unité ribosomale (18S)
a I’aide de la génétique a une cellule. I s’agit de la premiére étude de ce type portant sur un

kyste du genre Islandinium.



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES, RESULTATS ET DISCUSSION

1. Matériel et méthodes
1.1 Germination

Isolation. Du sédiment de surface provenant de I’Arctique canadien a €té prélevé en
septembre 2006 a bord du NGCC Amundsen dans la baie de Baffin (station 101; 76°25'N,
77°18'W; figure 1) lors du leg 1 de la campagne ArcticNet a 1’aide d’un carottier a boite et
entreposé a la noirceur a 4°C jusqu’a son utilisation. Les kystes de dinoflagellés vivants ont
ensuite été concentrés. De | a 2 cc de sédiment ont été sonifiés pendant 5 minutes et rincés
sur des tamis de nylon Nitex 100 um et 20 pm a I'aide d’eau de mer filtrée (salinité ca. 26).
Les kystes et particules de densité similaire ont ensuite €t€ séparés des sables grossiers par
I’application manuelle d’un vortex dans de 1’eau de mer filtrée (salinité ca. 26) et la
récupération de la fraction en suspension. La fraction contenant les kystes concentrés était
alors sonifiée 5 minutes et rincée sur un tamis de nylon Nitex 20 um a ’aide d’eau de mer
filtrée (salinité ca. 26). Cette derniere opération a été répétée deux fois afin de nettoyer les
kystes. Des kystes individuels de [Islandinium minutum ont alors été isolés par
micromanipulation dans des plaques a puits (Corning, Inc., New-York, Etats-Unis) a Iaide
d’un microscope inversé a lumiere transmise Eclipse TE2000-U (Nikon, Japon). Chaque

puits contenait ~ 2,0 mL de milieu de culture F/2 sans silice (Guillard et Ryther, 1962) a



une salinité de 32 représentative de la salinité associée a la distribution d’une partie des

kystes dans le s€diment de surface.

Incubation. Les kystes étaient ensuite incubés a 'intérieur d’une chambre de
croissance végétale MLR-351H (Sanyo Electric Co., Ltd., Japon) a une température de 4°C
et sous un cycle lumiére :noirceur 18 hrs:6 hrs a une intensit¢ lumineuse de

123 uEm™?s™.
1.2 Morphologie

Microscopie optigue. Quelques formes mobiles ont été teintes a 1’aide du
fluorochrome calcofluor white 4 une concentration de | mg mL™" (Fluorescent Brightener
28, Sigma-Aldrich, Chine ; Fritz et Triemer, 1985) pendant au moins 10 minutes. Les
cellules ont ensuite été déposées individuellement dans une goutte d’eau disposée sur une
lame microscopique au centre d’un cadre de vinyle. Une lamelle était ensuite déposée sur le
cadre de vinyle et scellée a I’aide de graisse de silicone (modifiée de Horiguchi et al.,
2000). Les formes mobiles ¢étaient ensuite observées a I’aide d’un microscope a
fluorescence Olympus BXS51 (Olympus, Japon) afin de déterminer I'arrangement des
plaques thécales (excitation : 360 nm, émission : 460 nm) et la présence de chloroplastes
(excitation : 480 nm, émission : 660 nm). Des spécimens ont €galement été observés a
’aide d’un microscope droit a lumiere transmise Eclipse 801 (Nikon, Japon) équipé du
contraste d’interférence différentiel (DIC). La morphologie détaillée de la theque a été
déterminée entre lame et lamelle a 1’aide d’hypochlorite de sodium commercial € 5,25%)

permettant la dissociation de la theéque.
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La morphologie du kyste a été¢ déterminée en montant quelques spécimens dans la
glycérine gélatinée sur des lames microscopiques. Les spécimens €taient repositionnés en
disposant la lame microscopique sur une plaque chauffante a 100°C jusqu’a ce que la
glycérine gélatinée fonde. La lamelle était ensuite déplacée délicatement sous un
microscope jusqu’a ce que la position adéquate soit obtenue. Certaines théques ont été

manipulées de la méme fagon.

Les formes mobiles et les kystes ont été mesurés a I'aide d’un microscope droit a
lumiere transmise Eclipse 801 (Nikon, Japon) et d’un microscope inversé¢ a lumiére
transmise Eclipse TE2000-U (Nikon, Japon). Les photomicrographies ont été produites a
I’aide d’une caméra numérique Coolpix 5400 (Nikon, Japon) et Olympus DP70 (Olympus,

Japon).

1.3 Génétique

Traitement des cellules. Des cellules vivantes identifiées a 1’aide du calcofluor white
ont €té lavées dans trois gouttes d’eau Nanopure (NANOpure Infinity UV, modéle D8971,
Barnstead International, Dubuque, lowa, Etats-Unis) et brisées a I’aide d’une micropipette
fermée a son extrémité sous une flamme. Les gouttes comportant le contenu cellulaire

d’une cellule ont ensuite été utilisées directement dans le processus d’amplification.

Réactions en chaine de la polymérase (1.e. PCR). Des amplicons du géne codant pour
I’ARN de la petite sous-unité ribosomale (18S) ont été obtenus a partir de la PCR emboitée.

Les amorces utilisées dans cette étude sont présentées au tableau 1. Un thermocycleur



Eppendorf modele 5341 (Brinkmann, Allemagne) a été utilisé lors des réactions
d’amplifications. Les concentrations finales des réactifs utilisés étaient comme suit : [ X de
tampon PCR (Qiagen, Maryland, Etats—Unis), 0,2 mM de dANTP (dNTP-Mix, Qiagen,
Maryland, Etats-Unis), 0,5 pM de chaque amorce, 0,1U pL"' de HotStarTag DNA
polymerase (Qiagen, Maryland, Etats-Unis) et 1,6 mM de MgCl,. Pour le premier tour de
PCR, les amorces SR1 et LSUR2 (tableau 1) ont été utilisées afin d’amplifier le géne
codant pour la petite sous-unité ribosomale dans un volume final de 25 pL. La PCR du
premier tour a été conduite comme suit : une étape d’activation a 95°C de 15 minutes, suivi
de 35 cycles a 94°C pour | minute, 53°C pour | minute et 72°C pour 3 minutes, et une
étape d’élongation finale a 72°C de 10 minutes. Un volume de 0,5 pL d’une dilution
I :1000 des produits du premier tour a été utilis€ pour le second tour de PCR. Des réactions
individuelles dans un volume final de 35 pL ont été réalisées a |’aide des couples
d’amorces suivants : SR1 (ou SR1b) et SRSAY, SR4 et SR9p ainsi que SR8pc et SR12b
(tableau 1). La PCR du second tour a été¢ conduite comme suit : une étape d’activation a
95°C de 15 minutes, suivi de 40 cycles a 94°C pour 30 secondes, 53°C pour 30 secondes et

72°C pour 30 secondes, et une étape d’élongation finale a 72°C de 10 minutes.

Vérification des produits PCR et séquengage. Des controles positifs et négatifs ont €té
utilisés pour toutes les réactions d’amplification. La pureté des amplicons a été vérifiée en
effectuant une migration de 5 puL des produits PCR dans un gel d’agarose 1,0 % contenant
du bromure d’éthidium. Les produits ont été visualisés et photographiés sous une lampe UV
(longueur d’onde : 302 nm). Les produits PCR ont été envoyés directement au Centre de

recherche du Centre hospitalier de I'Universit¢ Laval (CHUL, Québec, Canada) ot ils ont
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été purifiés a I’aide de microplaques Unifilter de 384 puits a fond filtrant de Whatman
(VWR, Mississauga, Ontario, Canada) et séquencés a [’aide d’un analyseur d’ADN
ABI-3730x| (Applied Biosystems, Californie, Etats-Unis). Des séquences du gene codant
pour I’ARN de la petite sous-unité ribosomale ont été obtenues pour 5 formes mobiles

germées a partir de kystes différents.

Prévention des contaminations. Afin d’éviter les contaminations, des gants sans
poudre ont été utilis€s lors des manipulations. Les surfaces et les gants utilisés étaient
d’abord stérilisés a I’atde d’une dilution 1:10 d’hypochlorite de sodium commercial
(5,25%). De I’éthanol 70% était ensuite appliqué afin de faciliter I’assechement. Une
stérilisation supplémentaire au rayonnement ultraviolet de 15 minutes a été utilisée sur la
surface utilisée pour la manipulation des amplicons. Des laboratoires et des ensembles de
pipettes différents ont été utilisés pour produire le mélange de réactifs a PCR, traiter les
cellules et manipuler les amplicons. De plus, des embouts résistant aux aérosols (ART
Molecular BioProducts, Inc., Californie, Etats—Unis) ont été utilisés afin de prévenir les

contaminations croisées.

Analyses phylogénétiques. Les séquences partielles du géne qui code pour la petite
sous-unité ribosomale ont été combinées a ’aide de BioEdit v7.0.9.0 (Hall, 1999). Les
séquences obtenues étaient composées de 1748 nucléotides. Les séquences des taxa utilisés
pour la phylogénie (tableau 2) ont été alignées a 1’aide de Clustal X v2.0 (Larkin et al.,
2007). Une matrice de données contenant 1846 nucléotides, incluant les espaces, a été

obtenue. L’alignement a ensuite été raffiné en se basant sur la structure secondaire de
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’ARN ribosomal a |'aide d’ARB (Ludwig et al.,, 2004) laissant un total de 1632
nucléotides alignés sans ambiguité. La nouvelle matrice a ensuite été analysée a 1’aide de
Paup v4.0b10 (Swofford, 2002). Trois méthodes phylogénétiques ont été utilisées,

soit neighbour joining (NJ), maximum parsimony (MP) et maximum likelihood (ML).

Un mod¢le de substitution des nucléotides (i.e. modeéle évolutif) a été déterminé pour
NJ et ML a I'aide de Modeltest 7.3 (Posada et Crandall, 1998) en se basant sur le critére
d’information Akaike (Posada et Buckley, 2004). Un mod¢le GTR+G+l avec une
proportion de sites invariables de 0,2292 et une distribution gamma discrete de 0,604 1
possédant quatre catégories de taux de variation a été sélectionné. Les fréquences des
nucléotides déterminées a partir de la matrice de données étaient les suivantes : A=0,2533,

C=0,1946, G=0,2505 et T=0,3016.

Une recherche d’arbre heuristique a été utilisée afin de déterminer les arbres
optimaux pour les méthodes MP et ML. L’algorithme de réarrangement d’arbre TBR
(1.e. tree-bissection-reconnection) a été utilisé pour MP et ML avec 1000 et 5 additions
aléatoires de séquences respectivement. Les caracteres ont été pondérés également et les
espaces produits lors de 1’alignement ont été traités comme des données manquantes. La
méthode Bootstrap a été appliquée avec 1000 réplicats pour les méthodes NJ et MP afin de

déterminer la robustesse des clades. Aucun Bootstrap n’a été produit pour la méthode ML.
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2. Résultats

2.1 Morphologie du kyste

Geénéralites. Le kyste de Islandinium minutum est sphérique, brun, épineux et
proximochorate avec une coloration brun foncé lorsqu’il posséde du contenu cellulaire (PI.
la) et brun péle lorsqu’il est vide (Pl. Lb). Le contenu cellulaire des kystes vivants apparait
légérement teinté de brun (Pl. la); des corps globulaires verts, jaunes et rouges sont
également présents (Pl. 1a). Le diameétre des kystes est de 27-50 um, avec une moyenne de
39 um (n=102). La longueur des processus est de 2-7 um, avec une moyenne de 4 pm
(n=102; une mesure représentative/spécimen). La paroi est composée de deux membranes
accolées et ne dépasse pas 0,5 pm d’épaisseur (Pl. 1b). La surface est ornementée de
granules séparés d’environ 0,5 um et d’anneaux répartis de fagon aléatoire (Pl. Ic). Les
processus droits (Pl. 1d) ou courbés (Pl. 1e) sont non tabulaires et distribués également (PI.
1f) ou inégalement (Pl. 1g) a la surface. Des processus incomplets sont observés chez une
minorité de kystes (Pl. la). Les kystes de Islandinium minutum étaient souvent retrouvés

avec des débris de matiére organique amorphe (Pl. lg, Lh).

Processus. Les processus sont aciculaires. La base des processus a un diamétre allant
de 1,0 um a 1,5 um. Un péricoel est présent a la base et peut occuper le tiers de la longueur
du processus. Le reste des processus est solide (Pl. 1h). Les processus sont coniques a leur
base et deviennent progressivement plus étroits vers leur extrémité. L’extrémité des
processus est acuminée. La surface des processus est lisse en microscopie optique (Pl. 1d,

le). Les processus €taient circulaires en coupe optique (Pl. 1f).



Archéopyle. Les archéopyles observés correspondent a trois paraplaques de la zone
apicale (Pl 2a, 2b, 2d, 2e). L opercule est toujours resté attaché (i.e. théropylique) aux
spécimens a la suite de la germination, ce qui a rendu difficile la détermination de
’archéopyle chez les spécimens observés. Des variations morphologiques mineures ont €té
notées au niveau de la forme générale de ’archéopyle (Pl. 2¢, 2f). L ’archéopyle constituait

le seul indice de tabulation chez les kystes observés.

2.2 Germination

Un groupe de 142 kystes de Islandinium minutum a été incubé au méme moment
apres 29 mois d’entreposage afin d’étudier différentes caractéristiques de la population du
site d’échantillonnage. Les kystes étaient observés quotidiennement jusqu'a 10 jours
consécutifs sans germination. Un total de 120 kystes (1.e. 85%) ont germé sur une période
de 36 jours. La majorité des exkystements (i.e. 65%) se sont produits entre 2 et 9 jours. La
distribution quotidienne des germinations durant cette période est pratiquement unimodale.
Un second mode semble se situer entre 10 et 22 jours sans toutefois étre non équivoque. Le
potentiel de germination de la population diminue aprés cette période, mais |'espece
possede tout de méme la capacité de germer pour une période allant jusqu’a 36 jours dans
les conditions d’incubation utilisées (Fig. 2). Les formes mobiles obtenues ont eu la
capacité de passer du stade mobile au kyste temporaire jusqu’a quatre fois et de nager 12
jours suivant la germination sans apport de proies. Dans certains cas, des subdivisions

(i.e. 1 ou 2) se sont produites dans les puits, mais aucune culture n’a pu étre établie.
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2.3 Morphologie de la forme mobile

La codification des plaques pour I’établissement de la tabulation suit le systeme de
Kofoid (Kofoid, 1909) et la codification des plaques sulcales suit celle décrite dans

Williams et al. (2000) pour le genre Protoperidinium.

Geéneéralités. Les formes mobiles obtenues étaient thécales et subsphériques. La
cellule possede des corps globulaires verts, jaunes et rouges dans le cytoplasme (Pl. 2g).
Les globules apparaissent rouges lorsqu’ils sont observés a l’aide de la microscopie a
épifluorescence sous une lumiere bleue (Pl. 2h) révélant ainsi la présence de chloroplastes.
Les tentatives de mises en culture infructueuses semblent indiquer une nature
mixotrophique. La hauteur des cellules obtenues était de 33-58 pum, avec une moyenne de
44 um (n=102). La largeur des cellules étaient de 30-50 um, avec une moyenne de 41 um
(n=102). L’épithéque a une taille similaire a ’hypothéque (Pl. 2g). L’épithéque est en
forme de dome et I’hypotheque est ronde en vue ventrale (Pl. 2g). La théque posséde une
légére asymétrie en coupe optique ventrale (Pl. 2g). La cellule n’a aucune projection a
[’apex et a ’antapex (Pl. 2g). La forme générale de la cellule était relativement constante
chez toutes les cellules étudiées. Toutes les plaques thécales sont lisses et, a I’exception de
celles du complexe du pore apical (CPA), sont ornementées de pores trichocystes entourés
d’une bordure circulaire (PI. 21, 2j, 2k; voir Dodge, 1983). Des projections arrondies (Pl. 21,
2j; similaires aux épines de Dodge, 1983) ou des crétes basses et allongées ornementent
également la surface (PIl. 2k). Les pores trichocystes sont disposés de fagon irréguliére sur

les plaques (Pl. 3d ; PI. Se). Le cingulum est équatorial, non déplacé (Pl. 4d), excavé et ne
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possede pas de voile (Pl. 2g). Le sulcus n’est pas excavé (Pl. 4d, 4e) et est ornementé d’une
ailette portée par le c6té gauche de la sulcale droite (Pl. 4f). L’ailette se développe vers la
droite (P1. 4f). La formule tabulaire de I’espéce est typique du genre Protoperidinium et du

sous-genre Archaeperidinium : Po, x,4’,2a, 7", 3¢, (5+2)s, 5", Op, 27" (Fig. 3).

Complexe du pore apical. Le complexe du pore apical est dirigé vers la droite de la
théque, ce qui le rend légerement asymétrique par rapport a I’axe dorsoventral (P1. 3f, PL.
4a). Le complexe comprend une plaque porale (Po) quadrangulaire irréguliére et une petite

plaque carrée (x) (Pl. 3a). Le pore est localisé au centre de la plaque Po (Pl. 3a).

Epithéque. La premiére plaque apicale (1°) a I’aspect d’un losange tronqué dans sa
partie inférieure et supérieure et démontre un arrangement ortho (contact avec quatre
plaques épithécales majeures). Le coté inférieur droit de la plaque 17 est courbé et plus long
que le coté inférieur gauche. Ceci rend la plaque |’ asymétrique (Pl. 3d). Des contacts
mineurs lient la plaque 1’ a la petite plaque carrée (x) du complexe du pore apical et a la
plaque sulcale antérieure (as) (Pl. 3a, Pl. 4d). Les deux plaques antérieures intercalaires (a)
sont environ de la méme taille et déplacées vers la gauche de I’épitheque en position
latérale (la) et dorsale (2a) (Pl. 3c, 3f, 3h, Pl. 4a). La plaque la peut étre a la fois
hexagonale et heptagonale alors que la deuxieéme plaque intercalaire (2a) est toujours
hexagonale (Pl. 3c, 3f, 3h, Pl. 4a). Les plaques 2’ et 4’ ont des tailles similaires. La plaque
2’ peut étre pentagonale ou hexagonale selon le spécimen alors que la plaque 4’ est toujours
hexagonale. La plaque 3’ est pentagonale (Pl. 3c, 3f, 3h, Pl. 4a). Des variations du patron

des plaques sont observées du coté gauche de I’épitheque incluant les contacts entre les
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plaques 2°, la, I”" et 277 et la fusion des plaques 1" et 2”7 (Pl. 3c, 3f, 3h, PI. 4a). Les
variations observées ont été séparées en quatre morphotypes différents, soit le morphotype
| (contact |’’/la; Pl. 3c), le morphotype 2 (contact 2°/2°"; Pl. 3f), le morphotype 3 (contact

2°/1a/17°/2"" ; P1. 3h) et le morphotype 4 (fusion 1°7/2°; Pl. 4a ).

Cingulum. Le cingulum consiste en 3 plaques de largeurs différentes: la cingulaire
gauche (lc), la cingulaire dorsale (2¢) et la cingulaire droite (3c). La plaque transitionnelle
(t) est absente (PI. 4e). Les cingulaires gauche et droite sont Iégérement plus larges que la
base des plaques 177 et 77" respectivement (Pl. 4c, 4d). La plaque 2c est la plus large des
plaques cingulaires couvrant toute la face dorsale et une partie de la face ventrale de la
théque. Le cingulum est bordé par une rangée de pores trichocystes le long de I'hypothéque

(PL. 5e).

Sulcus. Le sulcus est constitué de 5 plaques principales, la sulcale antérieure (as), la
sulcale gauche (ls), la sulcale droite (rs), la sulcale moyenne (ms) et la sulcale postérieure
(ps). Deux plaques additionnelles (ap) se situent en dessous des plaques principales. La
plaque as pénetre dans I’épitheque et est en contact avec les plaques 17, 17’et 77" (PI. 4d).
La plaque as se termine postérieurement par une extension ayant la forme d’un crochet qui
s’étend sous les plaques rs et ms (Pl. 5a). La plaque ms se situe au centre des plaques Is et
rs (P1. 4d). Les plaques Is, ms et rs sont dirigées vers la droite de la théque (Pl. 4e). La
plaque Is pénétre de fagon marquée dans la plaque ps (Pl 4e, 4h). La sulcale droite porte
une ailette sur son coté gauche qui se développe vers la droite (PI. 4f). La base de I'ailette

est supportée en partie par une cote qui émerge de la plaque s (Pl. 4h). Une extension de la
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plaque Is dans sa partie supérieure s’étend sous la theque (Pl. 4h). La plaque ps est large,
pentagonale et en contact avec les plaques 1777, 5777, 17777 et 2777 (Pl. 5d). Deux plaques
additionnelles (ap) sont présentes sous les plaques rs, ms et Is. Une petite plaque en
croissant de lune se situe sous les plaques rs et ms (PI. 5a). Le c6té concave de cette plaque
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est dirigé vers la plaque 57 et le c6té convexe vers la plaque Is. Cette plaque se fixe a
’aide de deux filaments émergeant de la partie convexe (Pl. 5a). Une autre plaque

additionnelle (ap) se situe en dessous de la plaque Is. Cette plaque est mince et convexe (Pl.

4f).

EER] LR

Hypothéque. La plaque 177" est plus haute que large alors que la plaque 5’7 est plus

ERR]

large que haute (Pl. Se). La taille de la plaque 5’7 est plus importante que celle de la plaque
[”*" (PI. Se). Les plaques 1777 et 3’ sont pentagonales. Les plaques 2°°" et 4’77 sont

quadrangulaires et de taille similaire (Pl. Se). Les deux plaques antapicales (1°7° et 2°°7)

sont larges, pentagonales et de méme taille (Pl. Se).

2.4 Génétique

Variabilité génétique. Les caractéristiques morphologiques des cellules utilisées lors
de la génétique a une cellule sont résumées dans le tableau 3. Les séquences obtenues sont
variables a trois loci. Cette variabilité n’a pas pu étre corrélée avec la plasticité

morphologique observée. La possibilité d’un complexe d’especes a été exclue.

Phylogénie. Les résultats morphologiques ont mené a inclure toutes les séquences de

Protoperidiniaceae disponibles. La figure 4 fournit la phylogénie obtenue a I'aide de la
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méthode ML. Les valeurs de support de la méthode Bootstrap obtenues par les méthodes
NJ et MP y sont rapportées. Les principaux regroupements obtenus ont été reproduits par
les méthodes NJ, MP et ML. Les embranchements basaux ont toutefois démontré de la
variabilité. Le sous-genre Archaeperidinium est représenté dans la phylogénie par cing
especes, soit Protoperidinium abei, P. denticulatum, P. thorianum, P. excentricum et

I’espece étudiée. Ce sous-genre est clairement polyphylétique.

Les Protoperidiniaceae se regroupent en deux clades. Le clade A est composé
d’espeéces du genre Protoperidinium (P. pentagonum, P. divergens, P. crassipes,
P. elegans, P. bipes, P. pellucidum, P. pallidum, P. excentricum, P. punctulatum,
P. thulesense, P. leonis, P. conicum, P. abei, P. thorianum, P. denticulatum) et le clade B
est composé d’especes du genre Protoperidinium, Diplopsalis, Oblea, Diplopsalopsis et
Gotoius (Protoperidinium depressum, P. claudicans, Diplopsalis lebourae, Oblea torta,
Oblea sp. acanthocysta, Diplopsalopsis bomba, Gotoius excentricus). Les résultats obtenus
par les méthodes MP (non illustrés) et ML sont similaires. Les phylogénies obtenues
démontrent que "espéce étudiée est fortement liée a Thecadinium dragescoi Balech (valeur
de bootstrap : 99% NJ; 99% MP), une espece actuellement classifiée dans ’ordre des
Gonyaulacales. Le regroupement de 1'espece étudiée et de Thecadinium dragescoi est
reproduit dans toutes les analyses. La position phylogénétique du regroupement est
toutefois variable. Selon I’arbre, le regroupement est basal au clade A, aux clades A et B ou
aux clades A, B ainsi que trois especes de Peridinium (P. bipes, P. willei et Peridinium sp.)

qui sont des représentants d’eau douce.
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3. Discussion

3.1 Succes évolutif de Pespéce

Le temps de réponse aux stimuli (i.e. durée d’exkystement) du kyste s’est révélé
variable dans la population de kystes étudiés. Cette variabilité a permis a ’espece de
germer sur une période de plus d’un mois. De plus, la forme mobile a démontré une
capacité de survie importante. Les chloroplastes révélés par I’observation de cellules
végétatives en fluorescence peuvent étre utilis€s comme méthode alternative de nutrition et
permettre a la cellule de survivre sans apport de protes pour un certain temps. L’ensemble
de ces propriétés de I’espece démontre sa capacité a exploiter une fenétre temporelle
importante pour se réintroduire sous sa forme mobile dans la partie supérieure de la colonne
d’eau. Ceci s’avere avantageux puisque la période de croissance en Arctique est tres breve.

L’ensemble de ces caractéristiques pourrait favoriser le succés évolutif de I’espéce.

3.2 Interprétation micropaléontologique et affinité biologique

Head et al. (2001) ont assigné Islandinium et plusieurs morphotypes semblables a la
famille des Protoperidiniaceae en fonction de I’archéopyle (saphopylique ou théropylique),
de la pigmentation brune de la paroi du kyste, de I’absence d’épifluorescence de sa paroi
(Brenner et Biebow, 2001) et de la distribution non tabulaire des processus. Les auteurs ont
attribué le kyste Islandinium minutum a la sous-famille des Protoperidinioideae en raison de

sa ressemblance avec plusieurs kystes produits par des cellules végétatives du genre
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Protoperidinium. La tabulation de la théque obtenue a partir des expériences d’incubations

indique clairement une affinité pour le genre Protoperidinium.

En se basant sur des indices de tabulation sur le kyste, Head et al. (2001) ont émis
I’hypothése que I’archéopyle représentait trois paraplaques apicales (27, 37 et 4°).
L archéopyle de I’épitype de Islandinium minutum est similaire a ceux observés dans les
expériences d’exkystements de 1'étude actuelle. La comparaison de ces derniers avec
I’épithéque de la forme végétative confirme I’hypothése de Head et al. (2001) sur la nature
apicale de I’archéopyle (Fig. 5). La morphologie des archéopyles observés indique toutefois
des différences mineures par rapport a I’épitype de Islandinium minutum quant a la largeur,
la morphologie et I’angle entre les différents cotés formant le contour de ’archéopyle. De
plus, I’arrangement des paraplaques de certains spécimens n’était pas toujours clairement
asymétrique comme sur ’épitype. Par contre, la disposition des plaques correspondantes

sur la theque ’est clairement.

Head et al. (2001) ont également déterminé que [’archéopyle était saphopylique (i.e.
opercule libre) a partir de spécimens montés sur une lame microscopique ayant subi des
traitements aux acides. L’observation de kystes venant de germer a toutefois permis de
déterminer que I’archéopyle était théropylique (i.e. opercule attaché). Les traitements
mécanique et chimique apportés au sédiment peuvent avoir entrainé la perte de I’opercule
de certains spécimens. Cette caractéristique de I’archéopyle devrait étre déterminée a partir

de kystes venant de germer lorsque cela est possible.
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Head er al. (2001) ont également tenté de déterminer [’affinité biologique de
Islandinium minutum, mais sans succes. Une recherche importante dans la littérature n’a
pas permis de déterminer une équivalence a la forme mobile obtenue. Par conséquent, la

forme mobile doit étre considérée comme une nouvelle espece.

Etymologie : canadensis (Latin) référe a la distribution importante de 1’espéce dans
I’ Arctique canadien

Holotype: Pl. 3¢

[conotype: Fig. 3

Isotypes: Pl. 3a, 3f, 3h, 4a, 5d

Localité type: baie de Batfin, Arctique canadien (76°25'N, 77°18'W)

Dinophyceae West et Fritsch
Peridiniales Haeckel
Protoperidiniaceae Balech/Protoperidiniaceae Bujak et Davis
Protoperidinium (Bergh) Balech
Archaeperidinium (Jorgensen) Lebour
Protoperidinium canadensis sp. nov. Potvin, Rochon et Lovejoy

Descpiptio . Cellulae cum lorica. 33-58 (peraeque aestimatio 44) um longae et 30-50
(peraeque aestimatio 41) um latae. Epitheca tholi forma et hypotheca rotunda est. Cellula
habet chloroplastas et plurima virida, flava et rubea globosa corpuscula in cytoplasma.
Globulae rubea colore apparent quando observantur cum collustrata microscopia luce
caerulea. Omnes thecalae laminae lenes sunt et, praeter illas apicalis poris multiplicis
(APC), habent dissipatas poras circumsistas circularium anulorum et brevium spinarum
vel procerarum demissarum verrucarum. Cingulum excavatum est, non translatum et in
cellulae equatoriali parte situm. Sulcus non excavatum est. Laminarum tabulatio : Po, x,
4°, 2a, 7", 3c, (5+2)s, 5", Op, 2°""". Prima apicalis lamina (1°) ortho. Duo intercalares ad
epithecae sinistram partem positae sunt. Prima intercalaris lamina (la) sex vel septem
latera habet, secunda (2a) sex latera. Cingulum cum tres laminis longitudine dissimilibus.
Transitionalis lamina absentis. Sulci dextera lamina parvam alam in suo sinistro latere
habet. Variationes laminae formae observantur epithecae sinistro latere, cum tactibus inter
2, la, 1" et 2" laminas et conjunctione 1" et 2’ laminarum. Lamina la primam
precingularem laminam tangere potest.

Description: Cellules thécales. 33-58 (moy. 44) pm longueur et 30-50 (moy. 41) um
largeur. Epithéque est en forme de déme et hypothéque est arrondie. La cellule posséde des
chloroplastes ainsi que plusieurs corps globulaires dans le cytoplasme de couleurs verte,
jaune et rouge. Les globules apparaissent rouges lorsqu’ils sont observés a 1’aide de la
microcopie a épifluorescence sous une lumiére bleue. Toutes les plaques thécales sont
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lisses et, a I'exception des celles du complexe du pore apical (CPA), possédent des pores
entourés d’une bordure circulaire et des projections arrondies ou des verrues allongées. Le
cingulum est excavé, non déplacé et localis€¢ dans la partie équatoriale de la cellule. Le
sulcus n’est pas excavé. La formule tabulaire est: Po, x, 47, 2a, 7", 3¢, (5+2)s, 57, Op,
277, La premiere plaque apicale (1°) est ortho. Les plaques intercalaires sont déplacées
vers la gauche de I’épithéque. La premiére plaque intercalaire (la) est hexagonale ou
heptagonale, la seconde est hexagonale. Le cingulum est constitué de trois plaques de
longueurs différentes. La plaque transitionnelle est absente. La sulcale droite porte une
ailette sur son c6té gauche. Des variations du patron des plaques sont observées du coté
gauche de I’épithéque incluant les contacts entre les plaques 2°, la, [’> et 2" et la fusion
des plaques 177 et 2°’. La plaque la peut étre en contact avec la premiére plaque
précingulaire (1°7).

3.3 Comparaison entre espéces

Plusieurs formes végétatives ont une morphologie générale similaire a [’espéce
étudide. Parmi les espéces similaires, Protoperidinium minutum, P. monospinum,
P. aspidiotum, P. bolmonense, P. vorax, P. parthenopes et P. americanum ont été
sélectionnées a des fins de comparaisons. Les tableaux 4 et 5 résument les caractéristiques
détaillées permettant de distinguer les différentes especes sous leurs formes mobiles et

enkystées respectivement.

Sous-genre Archaeperidinium. Le sous-genre Archaeperidinium est constitué¢ des
espéces du genre Protoperidinium possédant sept plaques précingulaires et deux plaques
intercalaires. Protoperidinium minutum, P. monospinum et P. aspidiotum ont démontré des
s:imilarités avec P. canadensis. La comparaison avec P. minutum s’est révélée plus
complexe qu’avec les deux autres especes. Une recherche approfondie dans la littérature a
permis de déterminer des irrégularités dans les différentes descriptions de I’espece (voir

tableau 4). Les différences subtiles notées et la répartition importante de I’espece suggerent
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la présence d’un complexe d’espéces. Protoperidinium canadensis posséde toutefois un
ensemble de caractéristiques permettant de le distinguer de ce regroupement, soit I’absence
de voile cingulaire, I’ornementation de la surface des plaques thécales et la disposition
asymétrique des plaques intercalaires. Des difficultés ont également été encourues lors de la
comparaison avec P. monospinum. La description originale de Paulsen (1908) et celle
émendée de Zonneveld et Dale (1994) ne s’accordent pas sur certains détails telles la
hauteur, la présence d’un voile cingulaire, I’ornementation des plaques et la présence d’un
contact entre les plaques 1’7 et la. Ces descriptions pourraient également représenter
plusieurs especes. Protoperidinium canadensis se distingue toutefois par 1’absence d’une
corne apicale et 'ornementation de ses plaques. La présence du contact entre la plaque la
et 17’ chez P. canadensis et P. monospinum Paulsen est particuli¢re. Cette configuration est
retrouvée chez les membres du genre Peridinium, mais est inhabituelle chez les membres
du genre Protoperidinium. Finalement, P. canadensis se distingue de P. aspidiotum par
’absence d’une corne apicale et la disposition asymétrique des plaques intercalaires. Les
especes comparées appartenant au sous-genre Archaeperidinium forment un ensemble
d’espéces tres similaires ne pouvant €tre distinguées que par des détails fins. Des analyses
morphologiques et génétiques détaillées des différentes formes mobiles obtenues dans les

différentes localités pourraient clarifier la situation.

Parmi les especes appartenant a cet ensemble, un complexe d’espéces productrices de
kystes comprenant P. minutum (Wall et Dale, 1968; décrite aux Etats-Unis), P. minutum
(Fukuyo et al., 1977; décrite au Japon) et P. monospinum (Zonneveld et Dale, 1994,

décrite en Norvege) a €té proposé par Zonneveld et Dale (1994). L’ajout de P. minutum
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(S. Ribeiro, communication personnelle, 2009; décrite au Portugal) et P. canadensis mene a
cinqg le nombre d’especes similaires produisant des kystes différents et facilement
différentiables (voir tableau 5). Ceci accentue I’importance d’ajouter d’autres critéres que la
morphologie lorsque des especes sont décrites, tels la génétique et des détails sur le cycle

de vie de ’espece.

Sous-genre Protoperidinium. Le sous-genre Protoperidinium est constitu¢ de toutes
les especes du genre Protoperidinium possédant sept plaques précingulaires et
habituellement trois plaques antérieures intercalaires. Protoperidinium bolmonense,
P. vorax, P. parthenopes et P. americanum font partic de ce sous-genre et partagent
plusieurs caractéristiques avec P. canadensis. Parmi ces caractéristiques, il y a le contact
entre la premicre plaque intercalaire (1a) et la premiere plaque précingulaire (17°) qui était
présent également chez P. monospinum Paulsen, la disposition asymétrique des plaques

intercalaires, I’absence de voile cingulaire et I’absence de corne apicale.

Chez le genre Protoperidinium, le nombre de plaques cingulaires est généralement de
quatre. Ces plaques sont habituellement constituées d’une premiere plaque qualifiée de
transitionnelle. Cette plaque est petite et située immédiatement a gauche du sulcus. La
plaque transitionnelle est ensuite suivie de trois plaques principales (Fensome et al., 1993).
La plaque transitionnelle est absente chez P. canadensis. Cette caractéristique n’est
partagée qu’avec deux autres especes du genre Protoperidinium, soit P. bolmonense et

P. vorax. Par contre, la tabulation, la taille, I’absence de chloroplastes et la présence de
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sutures a la jonction des plaques cingulaires au niveau dorsal chez ces especes les

distinguent de P. canadensis.

Protoperidinium americanum se distingue de P. canadensis par quatre
caractéristiques principales, soit la tabulation, I’ornementation des plaques, le nombre de
plaques cingulaires et leur configuration. Protoperidinium americanum posseéde quatre
plaques antérieures intercalaires, ce qui le rend unique a Dintérieur du genre
Protoperidinium. Les plaques de P. americanum sont caractérisées par des ondulations, ce
qui n’est pas le cas chez P. canadensis. De plus, les plaques cingulaires sont au nombre de
quatre. Protoperidinium americanum se distingue également de P. canadensis par la
présence de sutures a la jonction des plaques cingulaires au niveau dorsal. L’espece partage
toutefois une caractéristique trés distinctive avec P. canadensis, soit la présence d’un
archéopyle de nature apicale chez le kyste. Ces deux especes pourraient donc €tre liées.
Protoperidinium parthenopes possede les mémes caractéristiques que P. americanum quant
au nombre de plaques cingulaires et a la présence de sutures a la jonction des plaques
cingulaires au niveau dorsal. Ces critéres le distinguent de P. carnadensis. La configuration
de I’épitheque et de [’hypotheque de P. parthenopes est toutefois tres similaire a
P. canadensis, la seule différence provenant de la présence de trois plaques intercalaires au
niveau de I’épitheque chez P. parthenopes a I'opposé de deux chez P. canadensis. Le
patron de plaques de I’épithéque est reconnu pour varier chez les dinoflagellés (Balech,
1980). La taxonomie actuelle des Protoperidinium met beaucoup d’importance sur le
nombre de plaques antérieures intercalaires. Certaines especes de dinoflagellés ont toutefois

démontré de la variabilité¢ au niveau du nombre de ces plaques (e.g. Azadinium spinosum;,
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Tillmann et al., 2009). Le nombre de plaques intercalaires pourrait ainsi ne pas avoir
I’importance que la taxonomie actuelle lui donne. Ainsi, P. canadensis et P. parthenopes

pourraient tres bien étre étroitement liés.

3.4 Génétique

Le résultat le plus inattendu de cette étude a été I’association de Protoperidinium
canadensis et de Thecadinium dragescoi, une espéce actuellement classifiée chez les
Gonyaulacales. La position phylogénétique du regroupement des deux espéces s’est
toutefois révélée instable. La diversité génétique connue des Protoperidiniaceae est trés
restreinte par rapport a la diversité morphologique. Ce manque de connaissances génétiques
peut ainsi apporter des ambiguités quant aux relations d’ancétres a descendants dans les
analyses phylogénétiques et étre la cause de cette instabilité. L’unité des deux espéces et les
supports obtenus par la méthode Bootstrap refletent toutefois un lien évolutif important. Ce
lien a des implications importantes tant pour Thecadinium dragescoi que pour

Protoperidinium canadensis.

Une étude de la morphologie détaillée du genre Thecadinium a été réalisée par
Hoppenrath (2000). L’affinit¢ de I’espeéce Thecadinium dragescoi pour le genre
Thecadinium et méme pour les Gonyaulacales avait alors été mise en doute sur la base de
plusieurs détails morphologiques de I’espece. Quelques années plus tard, une étude
phylogénétique se basant sur le géne codant pour I’ARN de la petite sous-unité ribosomale
menée par Hoppenrath et al. (2004) n’a pas supporté avec certitude ’hypothése de 1’étude

morphologique précédente. Dans cette derniere étude, Thecadinium dragescoi se trouvait a
\\
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proximité d’au moins un membre de I'ordre des Peridiniales sans toutefois trouver une
position avec un support Bootstrap important. La phylogénie de I’étude actuelle tend a
confirmer 1’hypothese initiale de Hoppenrath (2000). Le support de la position de
Thecadinium dragescoi avec ’espéce €tudiée ainsi que la place phylogénétique variable,
mais toujours située a proximité des Protoperidiniaceae tend a lier Thecadinium dragescoi

davantage aux Peridiniales qu’aux Gonyaulacales.

Thecadinium dragescoi est une espece colonisant les interstices entre les grains de
sable alors que Protoperidinium canadensis n’a pas la morphologie adaptée a ce genre
d’environnement. Selon la distribution des kystes dans le sédiment de surface, 1’espéce
serait davantage associée au couvert de glace. La morphologie des deux especes les associe
aux Peridiniales, mais leurs différences morphologiques sont trés importantes. L’écologie et
la morphologie divergentes des deux espéces suggerent qu’ils sont des représentants de

genres inconnus, distincts et étroitement liés.
3.5 Incorporation de I’espéce au genre Protoperidinium

Certains critéres morphologiques et génétiques tendent a distinguer [’espéce étudiée
et certaines des espéces comparées du genre Protoperidinium telles ’absence de plaque
transitionnelle, la présence d’un contact entre la premiere plaque antérieure intercalaire (1a)
et la premiére plaque précingulaire (1°”) ainsi que la présence de chloroplastes. Les données
moléculaires chez les espéces comparées ne sont toutefois disponibles que chez
P. canadensis. Ceci empéche la mise en évidence de caractéristiques ayant une signification

évolutive et reflétant I’histoire naturelle de ces especes. Pour cette raison, I’espéce étudiée a
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été incorporée dans le genre Protoperidinium et dans le sous-genre Archaeperidinium et ce,
malgré les problémes actuels inhérents a la taxonomie du sous-genre Archaeperidinium

soulevés par la comparaison des formes similaires et la polyphylie du groupe.



CHAPITRE III

CONCLUSION GENERALE

Les kystes sphériques, bruns et €pineux constituent un groupe morphologique qui
caractérise plusieurs assemblages modernes des hautes latitudes. Leur équivalence sous
forme mobile est, dans la plupart des cas, inconnue. L’étude actuelle sur le cycle de vie de
Islandinium minutum a permis de déterminer son affinité biologique. La forme mobile s’est
révélée inconnue. La distribution de cette derniére n’étant pas connue, I’unification des
connaissances écologiques des deux stades n’a pas pu étre faite. De vastes études spatiales
et temporelles des assemblages des dinoflagellés contenus dans le plancton et la glace de
mer en Arctique seront nécessaires afin de documenter la distribution de la forme mobile
obtenue dans cette étude. Ceci permettra de déterminer avec davantage de précision les

nécessités écologiques de |’espece étudice.

La comparaison des données génétiques a permis de conclure a la présence d’une
seule espece malgré la variabilit¢ morphologique observée chez la forme mobile. L étude
s’est toutefois concentrée a un endroit spécifique de I’ Arctique, soit la baie de Baffin, alors
que la distribution de 1’espéce est beaucoup plus étendue. Des expériences d’incubations
couplées a des analyses morphologiques et génétiques devraient étre réalisées a d’autres
endroits afin de déterminer si les résultats sont comparables et si la distribution obtenue

sous forme de kyste ne représente qu’une seule espéce.
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L’étude a apporté des éléments nouveaux quant a |’écologie de I'espéce. Ainsi, le
temps de réponse de la forme enkystée aux stimuli et la capacité de survie importante de la
forme mobile pourraient permettre a ’espece d’exploiter une fenétre temporelle importante

pour se réintroduire dans la partie supérieure de la colonne d’eau.

La comparaison entre [’espece étudiée et les especes de forme similaire a révélé une
situation complexe. Les espéces comparées appartenant a la fois au sous-genre
Archaeperidinium et Protoperidinium s’unissent par plusieurs criteres distinctifs du genre
Protoperidinium, telles I’absence de plaque transitionnelle, la présence d’un contact entre la
premieére plaque antérieure intercalaire (1a) et la premiére plaque précingulaire (1°’) ainsi
que la présence de chloroplastes chez certains. Les connaissances génétiques actuelles ne
permettent pas de déterminer si ces critéres ont une importance dans [’histoire naturelle des
especes. Ceci reflete toutefois certaines faiblesses au niveau de la classification

subgénérique chez le genre Protoperidinium.

Le lien évolutif étroit entre ’espéce étudiée et Thecadinium dragescoi est le résultat
le plus inattendu de I’étude. Ceci ajouté a la morphologie et a I’écologie divergentes des
deux especes tend a indiquer que ce sont des représentants de deux genres inconnus,
distincts et étroitement liés. La position phylogénétique variable du regroupement des deux
espeéces aux alentours des Protoperidiniaceae reflete la nécessité d’augmenter les
connaissances moléculaires sur ce groupe. Un intérét particulier devrait étre accordé aux
Protoperidinium appartenant au sous-genre Archaeperidinium, ce demier étant

polyphylétique. Les nouvelles connaissances génétiques sur ce sous-genre entraineront fort
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probablement des changements taxonomiques majeurs. Il est fort probable que I"'importance

accordée au nombre de plaques précingulaires et antérieures intercalaires sera amenuisée.
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Tableau 1. Amorces utilisées pour I’amplification et le séquencage du géne codant pour

[’ARN de la petite sous-unité ribosomale

Code DS Séquence (5°-3) Position Rétérence
SR1 A TACCTGGTTGATCCTGCCAG 1-20 Yamaguchi et
Horiguchi
(a) (2005)
SR1b A GATCCTGCCAGTAGTCATATGCTT 10-33 Yamaguchi et
Horiguchi
(a) (2005)
SR4 A AGGGCAAGTCTGGTGCCAG 548-566 Yamaguchi et
Horiguchi
(a) (2005)
SR5AY [ ACTACGAGCTTTTTAACCGC 630-611 Yamaguchi et
Horiguchi
(a) (2005)
SR8pc A GGATTGACAGATTGATAGCT 1224-1243 Cette étude
(a)
SR9p | AACTAAGAACRGCCATGCAC 1286—1267  Yamaguchi et
Horiguchi
() (2005)
SR12b I CGGAAACCTTGTTACGACTTCTCC 1762-1739  Yamaguchi et
Horiguchi
(a) (2005)
LSU R2 I ATTCGGCAGGTGAGTTGTTAC 1344-1324 Takano et
Horiguchi
(b) (2006)

La position des amorces est indiquée par rapport a la séquence d’ADN de (a) Volvox carteri

(Rausch et al. 1989) codant pour I’ARN de la petite sous-unité ribosomale et de (b)
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Prorocentrum micans (Lenaers et al. 1989) codant pour ’ARN de la grosse sous-unité

ribosomale. DS : direction de synthese, A : avant, [ :inverse.



47

Tableau 2. Taxa utilis€s pour €tablir la phylogénie a partir du gene codant pour I’ARN de la

petite sous-unité ribosomale

Taxa Numéro d’acquisition
GenBank
Adenoides eludens (Herdman) Balech AF274249
Akashiwo sanguinea (Hirasaka) Hansen et Moestrup AY421770
Alexandrium minutum Halim AY831408
Alexandrium tamarense (Lebour) Balech DQ785890
Amphidinium corpulentum Kofoid et Swezy AF274252
Amphidinium herdmanii Kofoid et Swezy AF274253
Amphidinium longum Lohmann AF274254
Ceratium longipes (Bailey) Gran DQ388462
Ceratocorys horrida Stein DQ388456
Dinophysis norvegica Claparéde et Lachmann AJ506974
Diplopsalis lebourae (Nie) Balech AB261512
Diplopsalopsis bomba (Stein) Dodge et Toriumi AB261513
Gonyaulax spinifera (Claparede et Lachmann) Diesing AF022155
Gotoius excentricus (Nie) Sournia AB261514
Gymnodinium aureolum (Hulburt) Hansen AF172713
Gymnodinium béii Spero U37406
Gymnodinium catenatum Graham DQ779990
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Gymnodinium fuscum (Ehrenberg) Stein AF022194
Gymnodinium simplex (Lohmann) Kofoid e Swezy U41086
Heterocapsa niei (Loeblich I1I) Morrill et Loeblich 11 AF274265
Heterocapsa pygmaea Loeblich [, Schmidt et Sherley AF274266
Karenia brevis (Davis) Hansen et Moestrup AF274259
Karlodinium micrum (Leadbeater et Dodge) Larsen AY245692
Kryptoperidinium foliaceum (Stein) Lindemann AF274268
Lepidodinium chlorophorum (Elbréachter et Schnepf) Hansen, AMI184122
Botes et de Salas

Lepidodinium viride Watanabe, Suda, Inouye, Sawaguchi et AF022199
Chihara

Oblea sp. acanthocysta Kawami, [wataki et Matsuoka AB273723
Oblea torta (Abée) Balech AB273725
Pentapharsodinium sp. Indelicato et Loeblich 111 AF274270
Pentapharsodinium tyrrhenicum (Balech) Montresor, Zingone AF022201
et Marino

Peridinium bipes (Paulsen) Balech AF231805
Peridinium sp. Ehrenberg AF022202
Peridinium umbonatum Stein AF274271
Peridinium willei Huitfeldt-Kaas AB232669
Pheopolykrikos beauchampii Chatton DQ371295
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Polarella glacialis Montresor, Procaccini et Stoecker AF099183
Polykrikos kofoidii Chatton DQ371291
Prorocentrum micans Ehrenberg AY 585526
Protoceratium reticulatum (Claparéde et Lachmann) Biitschli AY421790
Protoperidinium abei (Paulsen) Balech ABI181882
Protoperidinium bipes (Paulsen) Balech AB284159
Protoperidinium canadensis sp. nov. Potvin, Rochon et

Lovejoy

Protoperidinium claudicans (Paulsen) Balech AB255833
Protoperidinium conicum (Gran) Balech ABI181886
Protoperidinium crassipes (Kofoid) Balech AB261515
Protoperidinium denticulatum (Gran et Braarud) Balech AB181890
Protoperidinium depressum (Bailey) Balech AB255834
Protoperidinium divergens (Ehrenberg) Balech ABI181893
Protoperidinium elegans (Cleve) Balech AB255836
Protoperidinium excentricum (Paulsen) Balech AY443021
Protoperidinium leonis (Pavillard) Balech AB181898
Protoperidinium pallidum (Ostenfeld) Balech AB261516
Protoperidinium pellucidum Bergh AB181903
Protoperidinium pentagonum (Gran) Balech AB255838
Protoperidinium punctulatum (Paulsen) Balech AB181906
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Protoperidinium thorianum (Paulsen) Balech AB181908
Protoperidinium thulesense (Balech) Balech AB261522
Pyrocystis lunula (Schiitt) Schiitt AF274274
Pyrocystis noctiluca Murray AF022156
Pyrodinium bahamense Plate AF274275
Sabulodinium undulatum Saunders et Dodge DQ975474
Sarcocystis muris (Blanchard) Alexieff M64244
Scrippsiella sweeneyae Balech AF274276
Scrippsiella trochoidea (Stein) Balech AY421792
Thecadinium dragescoi Balech AY238479
Thecadinium kofoidii (Herdman) Larsen AY238478
Thecadinium yashimaense Y oshimatsu, Toriumi et AY238477
Dodge

Thoracosphaera heimii (Lohmann) Kamptner AF274278
Woloszynskia pascheri (Suchlandt) Stosch EF058253

Sarcocystis muris, un apicomplexe, a €té utilis€ comme racine afin de polariser 1’arbre
phylogénétique. Le nom des especes suit le Code International de Nomenclature Botanique

(ICBN).
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Tableau 3. Caractéristiques morphologiques des formes mobiles utilisées lors de la

génétique a une cellule

Hauteur Largeur Morphotype
(nm) (hm)
Cellule 1 46 39 l
Cellule 2 40 37 3
Cellule 3 48 43 2
Cellule 4 42 41 1
Cellule 5 48 45 2

N.B. Aucune donnée génétique n’a pu €tre obtenue pour le morphotype 4.



Tableau 4. Caractéristiques morphologiques de la forme mobile obtenue et des especes similaires du genre Protoperidinium

Sous-genre Archaeperidinium Protoperidinium
Espeéces P canadensis P minutum P.monospinum P aspidionum P bolmonense P vorax P parthenopes P americanum
l.ocalité Arctique (Baie Elnls-l)nis {Californie: Port de San Pedro) Mer du Nord' Argentine (Mar  France (Lagon ltalic (Golf de lalie (Golf de Ecosse (Cote
de Baffin) Etats-Unis {Woods Hole)' Norvége (Fjord del Plata) de Bolmon) Naples) Naples) ouest)
~ Japon (Lac Hamana) de Oslo)’
Etats-Unis (Golf de Californie)
Océan Pacifique (Sud-est du Mexique) -
Portugal (Lstuaire Mondego)
Forme générale Subsphérique Subsphérique ™" Subsphdrique Subsphérique  Ronde et aplatie  Sphérique Subsphérique Subsphérique
dorsoventralement
Hauteur (pm) 33-58 2343 46" 43.45" 33.53 30-35j 35-39 18-22 16-26 30-38.8 30-40
48-56
Largeur (pm) 30-50 23-47' 40 2933 38-39' 29-49° 2737 25-30° 34-35 15-18 16-25 26-35 28-38
Come apicale Absente Presente’"” Absente’ Présente Présente Absente Absente Absente Absente
Disposition du complexe §.égérement asymétrique Symétrique’ . Symétrique’ Symétrique Légérement  Légérement Légeérement Symérique
du pore apical Légerement g‘s?'mélriquc - asymétriqgue  asymérigue asymétrique
Voile cingulaire Absent Présent’ " Ambigu’ Présent’ Absent Absent Absent Absent Absent
(emourant le cingujum) Absent (réduit selon
les auteurs)
Ornementation des plaques Pores éparpillés, Pores éparpilids. aucune réticulation’ Surface - Pores Pores en  Pores, protubérances,  Ondulations
verrues allongdes, ] S : . granuleuse’ ¢parpillés, bordure réticulations légéres, ¢t pores
épines, pores Pores éparpillés et microgranules Réticulation pores en pores alignés en Pores alignés
alignés le long du Réticulations polygonales incomplétes fine’ bordure bordure en bordure
cingulum .
Disposition des plaques Asymétrique Symétrique’” Symétrique” Légérement Asymétrique  Asymétrique Asymeétrique Asymétrique
intercalaires ) S o Ambigue’ asymétrique
Légerement asymétrique )
Cingulum 3¢ A 4(1+3) 4(t+3) 3c 3¢ 4 ac
Am-bigu“ ’
Lien entre laet 1" Présent Absen}”'l Abscn(j Absent Présent Présent Présent Présent
Absent - Présent
Disposition des sutures a la Ventrale Venlyale‘ ‘ Ventrale’ Ventrale Ventrale Ventrale Ventrale Ventrale
jonction des plaques cingulaires S . Dorsale Dorsale Dorsale Dorsale
Ambigu
Chloroplastes Présents Présents Abselnls: - Absents Absents - Absents
Plagues sulcales 7(5+2)s 45’ 08" 557 ) 6s s 5 6s 7s
L (sans 1y
Production de kystes Oui oui'" Oui’ - - - - Oui

Reéférences

Lrude actuelle

Kofoid (1907)"
Wall ¢t Dale (1968)"
Fukuyo er of. (1977) .
Herndndez-Becerril (1991)
Okolodkov (2005}
Ribeiro. S. (com. pers.. 2009)

Paulsen (1908)’
Zonneveld ¢l
Dale (1994)

(non observée)

Balech (1988) Chomérat ¢t Siano et Zingone ct
Couté (2008) Montresor Montresor
(2005) (1988)

Lewis et Dodge
{1987
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Tableau 5. Caracténstiques morphologiques des kystes des especes selectionnées
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Sous-yenre

Archaeperidinmm

Protoperidmium

Espeéces F canadensis P minutum P minutm’ E mimutum I monospinum I americanum
Localié Arctique Etats-Umis Japon Portugal Non ¢ge (Fyord Ecossc
(Baic de Baftin) (Woods Hole) (Lac Hamana} (Estuaire de Oslo) (Cote ouest)
Mondcgo)
Généralié Brun Vert pile a brun Brun Brun pile Brun pale Brun pale
Epincux Epmcux Epincux Epmcux Epincux Absence d'épines
Sphérique Sphérique Sphérique Subsphérique Subsphérique Sphénque
Capsul¢
Diameétre (um) 27-50 41-43 28-32 25-34 Longucur: 28-40 35-52
Largeur: 2K-40
Paroi Granulée Faiblement ondulee - Finement granulée - Granulée
Anneaux Capsulc lissc.
fransparenic.
plissée chez
cerains
spceimens
Processus Longucur: 2- 7 pm  Longueur: 7-9 um  Longucur: 3-5 pm Longucur: 4-9 pm Longucur a: 3-7 pm Aucun
Péricoel basal, Portion distale plate Acuminé ct Conique. extrémité Longucur b: 3 um
solide, extrémité  (bordure exteme des courbe s'Clargissant a- Laree. transparent,
acumingée. extrémités avec des Icgerement, capité et terminaison
distribution spinules pointées). circulaire en coupe  bifide ou doublement
aléatoire bases ciccutaires, opuique. bifide. distributton
transparcnt. ransparent, alcatoire:
ca. 40 processus souvent courbe ¢t b: Solide. acuminé, et
distribution distribution aléatoire
réguliére enire les processus
larycs
Archéopyle - Apicale Tntercalaire Intercalaire ~Intercalaire Indéwcrmince Apicale
Theropylique - “Théropylique “Théropyligue Théropylique Saphopvlique
Références Etude actuclle Wall et Dale (1968) Fukuyo ¢r al. Ribeiro. S. (com. pers.. Zonneveld et Lewis ¢t

(1977)

2009)

Dale (1994

Dodyc (1987)

N B Lewts eraf (1984) ont retrouve des morphotypes similaires dans les fochs de la céte ouest de U'Ecosse
'N.B. Opercule reste attache au kyste apres Uexkystement
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Figure 1. Localisation du site d’échantillonnage (étoile) et distribution connue de

Islandinium minutum dans le sédiment de surface de I’hémisphere nord (modifi¢e de Head

et al.,2001)
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Figure 2. Germinations de Islandinium minutum en fonction du temps de réponse aux

stimuli (n=1; 120 germinations)
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Vue ventrale
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Vue anlapicale Vue apicale

Figure 3. Vues générales schématisées de la theque de la forme mobile de /Islandinium
minutum. Les parties grisatres du sulcus sont des extensions de plaques ou des plaques
additionnelles (ap) situées sous les plaques sulcales principales as (sulcale antérieure), rs
(sulcale droite), ms (sulcale médiane), Is (sulcale gauche) et ps (sulcale postéricure).
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Clade

Figure 4. Arbre phylogénétique se basant sur la méthode Maximum Likelihood. Les valeurs de support de
la méthode Bootstrap supéricures a 50% et inférieures a 95% sont fournies (Neighbor-Jomning'Maximum
Parsimony). Les cercles représentent des valeurs de support Bootstrap supéricures ou égales a 95%. Les
étoiles représentent les especes du sous-genre Archaeperidinium. Les séquences dénvées de cette étude sont

mises en évidence dans les encadrés noirs.
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\Q‘n

Epithéque
1 1 ‘
Archéopyle ‘Archéopyle Epitype
(Etude actuelle) (Etude actuelle) (Head et al.. 2001)

Figure S. Comparaison de I'épitheque de la forme mobile de Islandinium minutum et de
I'archéopyle de plusieurs kystes. La morphologie générale de l'archéopyle refléte trois
plaques de I'épithéque de la forme mobile (1llustrées en gris).
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Planche 1. Photomicrographies (DIC) du kyste de dimoflagelle Is/andinium minutim. (a)
coupe optique d'un kyste vivant illustrant le contenu cellulaire et un processus incompler
(fleche): (b) coupe optique révélant des details de la paror du Kkyste: (¢) vue tangentielle
llustrant les détails de la surface du kyste (la tléche pointe un anneau): (d-e) vue tangentielle
itllustrant les détails des processus: (f-g) vue tangentielle illustrant la distribution des
processus: (1) coupe optique d'un processus (indiquee par la fleche). La baire d'echelle est de
10 um.



Planche 2. Photomicrographies (DIC ¢t épifluorescence) et schémas du kyste de diollagellé
Islandinivm  mimum et de la forme mobile obtenue. (a-f) Kyste: (a-b. d-e)
photomicrographies en vue tangentielle de la paror du kyste allustrant I'archéopyle des
spécimens: (c.f) schémas de l'archéopyle des spéeimens illustrés: (g-k) forme mobile: (g)
photomicrographie en coupe optique d'une forme mobile vivante: (h) photomicrographie en
coupe optique  d'une forme mobile vivante dlustrant  des  chloroplastes:  (1-))
photomicrographies en vue tangentielle illustrant des épines arrondies (lleches). (k)
photomicrographie en vue tangentielle illustrant une créte allongée (tléche). La barre
d'échelle est de 10 um.
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Planche 3. Photomicrographies (DIC et lumiere naturelle) et schémas des theques de Ia
forme mobile obtenue. (a) photomicrographie en vue tangentielle du complexe du pore
apical; (b) schéma du complexe du pore apical: (¢) photonucerographie en vue tangentielle
apicale de I'épitheque du morphotype 1 (contact 1" La): (d) photomicrographie de 1'étalement
de I'épitheque du morphotype 10 (¢) schéma de I'épitheque du morphotype 10 (D)
photomicrographie en vue tangentielle apicale de I'épitheque du morphotvpe 2 (contact
22"y (2) schéma de I'épitheque du morphotype 2: (h) photomicrographie en vue tangentielle
apicale de I'épitheque du morphotype 3 (contact 27 1a/1™2"): (1) schéma de I'épitheque du
morphotype 3. La barre déchelle est de 10 pm.
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Planche 4. Photomicrographies (DIC) et schémas des theques de la forme mobile obtenue.
() photomicrographie en vue tangentielle apicale de I'épitheque du morphotype 4 (tfusion
12" les plaques équivalentes chez les morphotypes 1. 2 et 3 sont indiquées entre
parentheses): (b) schéma de I'épitheque du morphotype 4 (les plaques ¢quivalentes chez les
morphotypes 1. 2 ¢t 3 sont indiquées entre parentheses): (¢) photomicrographie en vue
tangentielle de la suture cmgulare 2¢:3¢: (d) photonncrographie en vue tangentielle de Ia
suture cingulaire le:2¢ et de la plaque ms (fleche): (¢) photomicrographie en vue tangentielle
de l'are suleale: (f) photomicrographie d'un étalement illustrant une plaque additionnelle
(ap. llcche) amnst gque la plaque ms (1Teche): (g) schémas des plaques sulcales illustrées a la
photomicrographic précédente; (hy photomicrographic ¢'un étalement  tllustrant une
extension de la plaque Is dans sa partic supéricure (1cche) et la présence d'une cote dans sa
partie intérieure (fleche): (1) schémas des plaques sulcales illustrées a la photomicrographie
précédente. La barre d'échelle est de 10 um.
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Planche 5. Photomicrographies (DIC) et schemas des theques de la forme mobile obtenue.
(a) photomicrographie de I'étalement de la theque illustrant une plaque additionnelle (ap:
fléche) et une projection de la plaque as en forme de crochet (fleche): (b) schemas des
plaques sulcales illustrées a la photomicrographie précédente: (¢) schema des plaques
sulcales principales (as. 1s. ms. Is. ps) ainsi que de Iailette sulcale: (d) photomicrographie en
vue tangentielle antapicale de I'hypotheque: (e) photomicrographie d'un étalement de
I'hypothéque: (f) schema de I'hypotheque. La barre d'échelle est de 10 pun.






