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Résumé: Les microsporidies sont des endoparasites obligatoires, ils utilisent deux modes de
transmission pour expoiter leurs hotes. Certaines especes utilisent la transmission verticale et
d'autres la transmission horizontale. La premiere favorise la co-spéciation et la spécificité hote-
parasite, tandis que la seconde favorise les échanges de parasites entre espéces hotes. Les
amphipodes d'eau douce sont des hotes privilégiers pour de nombreuses espéces de microsporidies,
mais aucun schéma général de spécificité hote-parasite ou de co-diversification n’émerge des

recherches menées depuis trente ans.

Dans ce travail, la diversité des infections microsporidiennes, sur la base des données SSU
rdNA, ont été évaluées dans deux complexes d'especes de Gammarus, G. roeselii et G. balcanicus,
sur l'ensemble de leur aire de répartition géographique, en s'appuyant sur des efforts
d'échantillonnage importants (environ 100 sites et 2 000 individus). L objectif de ce doctorat est
(i) d’explorer la diversité microsporidienne présente dans les deux hotes et leurs relations
phylogénétiques; (ii) vérifier si la phylogéographiques de I'hote peut expliqué I'association hote-
parasite (co-diversifications ou récents aquisition a partir de la faune locale); (iii) proposer des
scénarios d'histoire évolutive hote-parasite pour expliquer la diversité et le schéma co-bio-

géographique observé chez les deux especes hotes chez N. granulosis.

Le marqueur SSU d’ADNr a révélé un grand nombre de variants chez ces deux hotes (¢’est-
a-dire 24 et 54 haplogroupes de, respectivement), regroupés en |8 taxons d’especes, presque tous
partagés entre les deux especes hotes. De nombreux haplogroupes de microsporidia appartenant a
une espéce parasite donnée sont spécifiques a I'hdte, ce qui suggere un certain niveau de
codiversification a cette échelle. Au sein de chacun des complexes d'espéces hotes, la
confrontation des phylogéographies des hotes et des parasites suggere également un certain degré

de co-diversification. Ceci reste néanmoins a confirmer, principalement parce que I'ADNr SSU
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atteint ses limites en termes d'informations phylogénétiques a cette échelle plus fine.
Il est frappant de constater que presque tous ces taxons de microsporidia mis en évidence dans ce
travail avaient déja été détectés chez d’autres gammaridés. Certains ¢étaient déja des taxons
parasites clairement identifiés associ¢s aux amphipodes: Nosema granulosis, Dictyocoela
roeselum, D. muelleri, D. roeselum, D. duebenum, D. berillonum, Cucumispora roeselum, C.
ornata, Microsporidium sp 515 et Microsporidium sp 505). Mes résultats ont €largis les spectres
taxonomiques d’hdte et les répartitions géographiques de ces parasites (souvent trés étendues).
Certains autres taxons étaient connus pour étre extrémement rares, et ne sont pas complétement
décrits. Mon travail de doctorat a également étendu le spectre taxonomique d’hote et / ou €largi
considérablement les aires géographiques de ces taxons. Cela permet une réévaluation de ces
taxons, faisant passer leur statut d'associations anecdotiques & des associations potentiellement

bien établies, mais jusque la négligées, chez les amphipodes.

Parmi les especes de parasites les plus fréquemment détectées chez G. roeselii et G.
balcanicus, quelques-unes étaient clairement établies dans la littérature comme étant a
transmission verticale et ayant un effet féminisant sur leurs hotes. Chez Gammarus balcanicus,
pour la seule de ces especes pour laquelle des tests statistiques ont pu étre conduits, nous n’avons
pas pu confirmer cette caractéristique, ce qui montre qu’une espéce donnée de microsporidie ne
peut pas étre considérée comme €tant « a transmission verticale » sur I’ensemble de son spectre
d’hote.

En outre, en se concentrant sur Nosema granulosis, |'utilisation d'un marqueur moléculiare
supplémentaire, a savoir RPB1, a permis: i) d'identifier clairement les clades divergents au sein de
cette espece (alors que 'ADNr SSU n'était pas concluant) et ii) de suggérer que certaines souches
particulieres de ces parasites ne sont pas transmises verticalement chez certaines especes d’hotes,
voire au sein d’une méme espece. Ainsi, chez G. roeseli, un polymorphisme pourrait exister, une
lignée étant associée a une transmission verticale, l'autre a une transmission horizontale. Ces
résultats sont encore préliminaires. lls sont en effet associés a un échantillonnage incomplet des
taxons d’hotes gammaridés et nécessitent des expériences supplémentaires pour confirmer nos

hypotheses.
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Tytut: Ewolucja symbiozy pomigdzy mikrosporydiami i ich zywicielami, skorupiakami

obunogimi: badania dwoch zywicieli w ich zasiggu geograficznym.

Stowa kluczowe: symbioza, filogeneza, filogeografia, skorupiaki obunogie, zywiciel-

pasozyt, Mikrosporydia

Streszczenie: Mikrosporydia to obligatoryjne pasozyty wewngtrzne, wykorzystujace swoich
zywicieli do transmisji pionowej lub poziomej. Podczas gdy pierwszy sposéb transmisji moze
promowa¢ kospecjacj¢ i najczesciej jest specyficzny wzgledem zywiciela, ten drugi moze
promowac zdolnos¢ od infekowania wielu gatunkow zywicieli. Stodkowodne skorupiaki obunogie
sa zywicielami wielu gatunkéw mikrosporydiow, ale nie jest znany ogdlny wzorzec swoistosci i

kodywersyfikacji zywicieli.

W mojej pracy doktorskiej oceniono stopien zakazenia mikrosporydiami, zidentyfikowane
za pomocg rDNA SSU, w dwoch kompleksach gatunkow z rodzaju Gammarus: G. roeselii i G.
balcanicus, w ich catkowitym zasiggu geograficznym (ok. 100 stanowisk i 2000 osobnikéw dla
kazdego gatunku) w celu (i) oceny réznorodnosci mikrosporydiow zidentyfikowanych u tych
dwoch zywicieli, jak 1 ich relacji filogenetycznych; (ii) przetestowania, czy historia
filogeograficzna zywiciela mogta mie¢ wptyw na zespdt zywiciel-pasozyt (kodywersyfikacja lub
niedawne nabycie pasozyta od lokalnej fauny); (iii) zaproponowanie scenariusza historii ewolucji
ukfadu zywiciel- pasozyt w celu wyjasnienia réznorodnosci i kobiogeograficznego wzoru

obserwowanego u dwoch gatunkow zywicieli na przyktadzie N. granulosis.

Na podstawie markera SSU rDNA wykazano duzg liczbg wariantow mikrosporydiow (tj.
liczba wyznaczonych haplogrup wyniosta odpowiednio 24 i 54), zgrupowanych w 18 gatunkow,
z ktorych prawie wszystkie sa wspolne dla dwoch gatunkow zywicieli. Jednak wiele haplogrup w
obrebie danego gatunku pasozyta jest specyficznych dla gatunku zywiciela, co sugeruje
kodywersyfikacj¢ zywiciel-pasozyt. W obrebie kazdego kompleksu gatunkéw badanych
obunogow, podczas gdy porownanie filogenezy zywiciela i pasozyta mogta sugerowa¢ pewien

stopien kodywersyfikacji, stwierdzono, ze wzorce te musza zosta¢ potwierdzone poprzez bardziej
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szczegOtowe badania, poniewaz uzyty marker SSU rDNA niesie ograniczong informacje

filogenetyczng.

Uderzajgce jest to, ze prawie wszystkie ze zidentyfikowanych mikrosporydiow zostaty
wezesniej wykryte u innych kietzy (Gammaroidea), gtéwnie w rodzaju Gammarus. Niektore byty
uznane za mikrosporydia wyraznie zwigzane z obunogami:: Nosema granulosis, Dictyocoela
roeselum, D. muelleri, D. roeselum, D. duebenum, D. berillonum, Cucumispora roeselum, C.
ornata, C. dikerogammari, Microsporidium sp. 515 i Microsporidium sp. 505). W wielu
przypadkach wyniki mojej pracy znaczaco zwigkszyty spektrum taksonomiczne zywiciela jak i
rozszerzyly zasigg geograficzny (czesto szeroko). Niektore taksony pasozytéw byty niezwykle
rzadkie, posiadajac rzadkie rekordy w literaturze, czgsto z niewielkg lub nawet bardzo niewielka
liczba danych geograficznych, dodatkowo nie zostaty opisane. Moja praca doktorska albo
poszerza spektrum taksonomiczne zywiciela i / lub znaczgco poszerza zasigg geograficzny dla
tych taksondw. Umozliwito to dokonanie ponownej oceny takich taksonéw, zmieniajac ich status
z anegdotycznego zespofu pasozytow na potencjalnie przeoczone stale zespoty zwigzane z

obunogami.

Sposrdd najczestszych gatunkéw pasozytow wykrytych u G. roeselii i G. balcanicus, Kilka
byto opisanych jako przenoszone pionowo i majacych dziatanie feminizujace na swoich zywicieli.
W przypadku G. balcanicus, jedynego gatunku, dla ktérego mozna byto wykonac taka analizeg, nie
bylisSmy w stanie potwierdzi¢ tej obserwacji, pokazujac, ze pojedynczy gatunek mikrosporydiow

nie moze by¢ uwazany za catkowicie pionowo przeniesiony w catym spektrum gospodarza.

Ponadto. badania N. granulosis z zastosowaniem dodatkowego markera, tj. RPB 1, pozwolito
na: i) wyrazne zidentyfikowanie odrgbnych kladow (podczas gdy SSD rDNA nie byto
jednoznaczne) oraz ii) stwierdzenie, ze niektore linie tych rzekomo feminizujacych pasozytéw nie
sa przenoszone pionowo i nie maja efektu feminizujacego. Ponadto, w przypadku G. roeselii moze
istnie¢ polimorfizm genetyczny wzgledem drog przenoszenia, gdzie czym jedna linia
filogenetyczna jest zwigzana z transmisjg pionowa, a druga z transmisjg pozioma. Te wyniki sa
nadal wstgpne, gfownie z powodu niepetnego pokrycia zréznicowania obserwowanego u

zywiciela i pasozyta i wymagajg dalszych badan dla potwierdzenia naszej hipotezy.

166




UBFC QA &,

UNIVERSITE FACULTY OF BIOLOGY

BOURGOGNE FRANCHE-COMTE AND ENVIRONMENTAL
PROTECTION
University of Lodz
ABSTRACT

Title: Evolutionary histories of symbioses between microsporidia and their amphipod hosts

: contribution of studying two hosts over their geographic ranges.

Keywords:  Symbioses, Phylogeny, Phylogeography, Amphipods, Host-Parasite,

Microsporidia

Abstract: Microsporidia are obligate endoparasites, exploiting their hosts with either vertical
or horizontal transmission. While the former may promote co-speciation and host-specificity, the
latter may promote shifts between host species. Freshwater amphipods are hosts for many

microsporidian species, but no general pattern of host specificity and co-diversification is known.

In my PhD work microsporidian infections, identified with SSU rDNA, were assessed in
two Gammarus species complexes, G. roeselii and G. balcanicus , over their full geographic
ranges (each ¢. 100 sites and 2000 individuals) in aim of (i) exploring the microsporidian diversity
present in both hosts and their phylogenetic relationships; (ii) testing if the host phylogeographic
history might have impacted host-parasite association (co-diversifications or recent host-shifts
from local fauna); (iii) proposing the host-parasite evolutionary history scenarios to explain the
diversity and co-bio-geographical pattern observed in the two host species between using N.

granulosis as a model.

The SSU rDNA marker revealed a high number of microsporidian variants (i.e. haplogroups,
24 and 54, respectively), clustered into 18 species-level taxa, almost all being shared between the
two host species. However, many microsporidian haplogroups within a given parasite species are
host-specific, suggesting host-parasite co-variation. Within each host species-complex, while the
confrontation between hosts and parasites phylogeography suggested some degrees of co-
diversification, these patterns remain to be confirmed, mainly as SSU rDNA reached its limits in

phylogenetic information content in that matter.

Strikingly, almost all of these microsporidia taxa were previously detected in other
gammarids, mainly within the genus Gammarus, but also in other genera of Gammaridae. Some
were already clearly recognised parasite taxa associated with amphipods: Nosema granulosis,

Dictyocoela roeselum, D. muelleri, D. roeselum, D. duebenum, D. berillonum, Cucumispora
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roeselum, C. ornata, C. dikerogammari, Microsporidium sp 515 and Microsporidium sp 505).
Many times, my results increased host taxonomic spectrums and extended geographic ranges
(often widely). Some other taxa were known to be extremely rare, having scarce literature records
often with few or even very few geographic records and being not fully described. My PhD work
either extend host taxonomic spectrum and/or deeply extend geographic ranges for these taxa. It
allowed a reappraisal for such taxa, changing their status from puzzling anecdotic association to

potentially overlooked established associations for amphipods.

Among the most common parasite species detected in G. roeselii and G. balcanicus, a few
were clearly established in the literature as vertically transmitted and having a feminizing effect
on their hosts. In G. balcanicus, the only species for which it could be logistically tested, we were
unable to confirm this feature, showing that a single microsporidia species cannot be considered

as totally vertically-transmistted through its entire host spectrum.

Furthermore, focusing on N. granulosis, the use of an additional marker, i.e. RPB1, allowed:
i) to clearly identify divergent clades (while SSU rDNA was unconclusive) and ii) suggested that
some peculiar strains of these supposedly feminizing parasites are not transmitted vertically and
not feminizing at all. In addition, for G.roeseli, a within-parasite-species polymorphism could exist
relative the transmission routes, one lineage being associated with vertical transmission, the other
with horizontal transmission. These results are still preliminary, mainly associated with incomplete
gammarid host and parasite taxa sampling, and need running further experiments to confirm our

hypotheses.
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