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Evolution / Evolution

Une nouvelle espéce de ccelacanthe.
Preuves génétiques et morphologiques

A new species of coelacanth

Laurent Pouyaud®* ?, Soetikno erJoa‘[modJoC lke Rachmatika®, Agus Tjakrawidjaja®,
Renny Hadiaty®, Wartono Hadied

2 Institut de recherche pour le développement (IRD-Orstom), Wisma Anugraha, Jalan Taman Kemang 32B,
Jakarta 12730, Indonésie

b Laboratoire génome et population (CNRS), UPR 9060, 34000 Montpellier, France
© Division of Zoology, Research and Development Center for Biology, Indonesian Institute of Sciences (LIPI), Cibinong, Indonésie
d Research Institute of Freshwater Fisheries (RIFF), Jakarta, Indonésie

(Recu le 24 février 1999, accepté le 8 mars 1999)

Abstract — To test the assumption of the existence of a possible new population of coelacanth in
Indonesia, we sequenced the mitochondrial DNA from cytochrome # and 125 rDNA genes, and
described the morphological features of the specimen discovered on July 1998. Significant
differences in base sequences revealed that the Comorean and the Indonesian coelacanth belong to
distinct populations. Estimation of divergence time, high transition—transversion ratios, prepon-
derance of third position silent substitution, strong morphological differentiation and geogra-
phical isolation led us to consider that the Indonesian coelacanth is a new species, Latinzeria
menadoensis n. sp., closely related to L. chalumnae. (© Académie des sciences / Elsevier, Paris.)

coelacanth / new species / cytochrome & / 12S rtDNA. / Indonesia

Résumé — |’appartenance a une population distincte de celle des Comores du
spécimen de ccelacanthe découvert en juillet 1998 en Indonésie a été testée grace au
séquencgage de I’ADN mitochondrial (génes 12S rDNA et cytochrome b) et a une étude
morphologique. Les différences significatives observées entre les séquences semblent
indiquer qu’il existe bien deux populations différentes. L'estimation des temps de diver-
gence, le rapport important entre transition et transversion, la prépondérance des sub-
stitutions nucléotiques silencieuses au niveau de la troisieme position du codon,
I'importance des différences morphologiques et I’ isolement géographique nous
permettent de dire que le spécimen indonésien appartient a une nouvelle espéce
proche de Latimeria chalumnae, que nous proposons de nommer L. menadoensis n. sp.
(© Académie des sciences / Elsevner Paris.)

coelacanthe / nouvelle espéce / cytochrome b / 125 rDNA / Indonésie
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1. Introduction

C’est en 1938 que le premier ccelacanthe vivant (Lati-
meria chalumnae) fut capturé au large de la riviére Chalu-
mna sur la cbte est de I"Afrique du Sud [1-3]. Cette
découverte majeure révélait I'existence d'un « fossile
vivant » que l’on croyait disparu depuis environ 70 millions
d’années [4-6] et qui avait morphologiquement peu évolué
depuis I"apparition au Dévonien, il y a plus de 400 millions
d’années [7], des premiers coelacanthidés. Depuis cette
premiére découverte, plus de 200 individus ont été cap-
turés essentiellement & Grand Comores. De nombreuses
observations écologiques, couplées avec des analyses
génétiques, ont suggéré |'existence d'une population uni-
que composée de quelques centaines d’individus, dont
I’habitat se situerait le long de la cote ouest de Grand
Comores [8-12].

La découverte en juillet 1998 d’un nouveau spécimen
de ceelacanthe prés de |'fle de Menadotua en Indonésie, a
plus de 10 000 km des Comores allait immédiatement
susciter de nouvelles interrogations [13].

Afin de démontrer |'appartenance possible du ccela-
canthe indonésien a une population distincte de celle des
Comores, nous avons simultanément séquencé deux
geénes mitochondriaux (125 rDNA et cytochrome b) et
effectué la description morphologique de cet individu.
Nous proposons de confronter dans cette étude les
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séquences obtenues sur le ccelacanthe d'Indonésie avec
celles publiées sur L. chalumnae [14]. Une estimation du
temps de divergence entre le ccelacanthe d’Indonésie et
celui des Comores a été effectuée a partir de la différen-
tiation génétique calculée pour chaque géne.

2. Matériels et méthodes

Huit mesures morphométriques et huit comptages
méristiques ont été effectués sur le spécimen capturé dans
I'archipel de-Sulawesi (Indonésie), et déposé au muséum
Bogoriense de zoologie (MZB, Cibinong, Indonésie).
Toutes les mesures (exprimées en pourcentage de la lon-
gueur standard, LS) ont été effectuées selon le protocole
défini par Forey [15]. Lt = longueur de la téte : distance du
bout du museau a la limite postérieure de l'opercule ;
PD,/PD, = distance prédorsale : du bout du museau a la
base de la premiére ou de la deuxiéme nageoire dorsale ;
H = hauteur du corps ; LPC = longueur du pédoncule cau-
dal ; HPC = hauteur du pédoncule caudal ; LC = longueur
de la nageoire caudale ; PPD = distance du museau a la
ceinture pelvienne ; D;/D, = nombre de rayons sur la pre-
migre et fa deuxiéme nageoire dorsale ; p = nombre de
rayons sur la nageoire pectorale ; V = nombre de rayons
sur la nageoire pelvienne ; A = nombre de rayons sur la
nageoire annale ; C¢/C, = nombre de rayons des grands
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lobes dorsaux et ventraux de la nageoire caudale ; LCS =
nombre de rayons du petit lobe caudal supplémentaire.
Les données morphologiques du ccelacanthe indonésien
ont été comparées a celles obtenues sur cing spécimens
de L. chalumnae des Comores [15].

Les analyses génétiques ont été effectuées sur des
échantillons de muscle provenant du méme individu et
stocké dans I’éthanol absolu. L’ADN a été extrait selon un
protocole standard utilisant une résine Chelex 100 [16].
Des amorces d’amplification ont été définies de part et
d’autres de chacun des génes a amplifier grace a la
séquence mitochondriale de Latimeria chalumnae [14] :
(5'-AAGCATAGCACTGAAGATGC-3') et (5'-TATAGCTCA
AAATGACCCGC-3") pour le géne 125 rDNA ; (5'-ATCAA
ACCAACCACGAGTCC-3’) et (5'-TCAATCTCCGGCTTAC
AAGG-3') pour le géne du cytochrome b. Le protocole
d’amplification de chacun des génes se compose d’une
premigre étape de dénaturation a 95 °C pendant 60 s, sui-
vie de 35 cycles faisant intervenir trois étapes successives
(dénaturation a 91 °C pendant 60 s; accrochage des
amorces a 55 °C pendant 60 s ; élongation et synthése de
I’ADN a 72 °C pendant 150 s). Uamplification s’effectue
dans un milieu réactionnel de 50 pL contenant: 5 pL de
Tris-HCI 10X, pH 8,3 ; 3 pL MgCl, (25 mM) ; 0,5 mM de
chaque dNTP ; 3 pL de chaque amorce (10 yM) ; de 10 a
100 ng d’ADN génomique, et trois unités de Tag DNA
polymerase Promega®©. Les produits d’amplification ont
ensuite été purifiés et séquencés selon le protocole
Amersham Pharmacia Biotech© (Thermo Sequenase fluo-
rescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-
dGTP). Les séquences ont été obtenues par migration sur
gel de polyacrylamide 6 % sur un séquenceur automati-
que Amersham Pharmacia Biotech©.

3. Résultats

Nous donnons sur les figures T et 2, les alignements res-
pectifs des séquences obtenues sur le coelacanthe d’Indo-
nésie avec les données disponibles sur L. chalumnae [14].

3.1. Géne 125 rDNA

Sur un total de 984 bases 28 mutations ponctuelles
{27 substitutions et une délétion) ont été mises en évi-
dence entre le coelacanthe originaire d’Indonésie et la
séquence de L. chalumnae, soit un pourcentage de sub-
stitutions nucléotidiques de I'ordre de 2,85 %. Le rapport
entre le nombre de transitions (substitution d’une purine
par une purine ou d’une pyrimidine par une pyrimidine)

et le nombre de transversions (substitution d’une purine

par une pyrimidine et inversement) étant de 2,4.

3.2. Geéne du cytochrome b

Ce géne a été partiellement séquencé, respectivement
entre les positions nucléotidiques 14342 et 14732 pour la
partie 5’ du géne (soit 392 bases) et entre les positions
nucléotidiques 15030 et 15482 pour la partie 3’ du géne

C. R. Acad. Sci. Paris, Sciences de la vie / Life Sciences
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(soit 453 bases). Sur un total de 845 bases 41 mutations
ponctuelles ont été observées entre le ccelacanthe d’Indo-
nésie et celui des Comores, soit un pourcentage de subs-
titution nucléotidiques de F'ordre de 4,85 %. Le rapport
transition—transversion étant de 13 contre 1.

3.3. Mesures morphométriques

La plupart des mesures effectuée sur le spécimen
d’Indonésie montre des différences significatives entre ce
dernier et les cing spécimens étudiés aux Comores. Ainsi,
le ccelacanthe d'Indonésie est caractérisé par une téte (Lt)
plus courte (23 % de la longueur standard versus 24 a
26 % LS), des distances prédorsales (PD; et PD,) plus
courtes {respectivement 38 % LS versus 40 % LS pour PD,
et 60 % LS versus 63 4 65 % LS pour PD,), une hauteur de
corps plus faible (H =20 % LS versus 27 % LS), un pédon-
cule caudal plus long (LPC = 31 % LS versus 26 a 28 %
LS) et une nageoire caudale plus longue (LC =16 % LS
versus 15 % LS).

3.4, Comptages des rayons des différentes nageoires

Le ceelacanthe d’Indonésie se distingue également des
cing spécimens des Comores pour les comptages méris-
tiques. Il se caractérise en effet par un nombre plus faible
de rayons 2 la deuxiéme nageoire dorsale (D, = 27 versus
29 2 31), un nombre plus élevé de rayons pour le grand
lobe ventral de la nageoire caudale (C, = 24 versus 21 a
22) et un nombre plus élevé de rayons pour le petit lobe
caudal supplémentaire (LCS = 30 versus 25 a 26).

4. Discussion

La région de contrdle, considérée comme étant la
région évoluant le plus rapidement dans I’ADN mito-
chondrial [17], s’est avérée étre presque totalement con-
servée chez seize individus des Comores et un individu
capturé au Mozambique [12]. Un seul spécimen présen-
tait une substitution pour 261 paires de bases. Des résul-
tats analogues ont également été observés par les mémes
auteurs avec des hybridations multilocus de type finger-
print suggérant une forte consanguinité au sein de la
population des Comores, consanguinité du méme ordre
de grandeur que celle observée au sein de souches de
poissons maintenues en laboratoire [18]. Ces résultats ont
donc confirmé les nombreuses observations écologiques,
témoignant que la population de ccelacanthe de Grande
Comores devait &tre une population relicte (aire de répar-
tition étroite, effectifs faibles). lls suggerent également que
les rares individus capturés en dehors de I’archipel des
Comores doivent étre considérés comme égarés et origi-
naires de la population des Comores.

Dans ces conditions, la différentiation génétique que
nous avons estimé (2,85 % pour le 125 et 4,85 % pour le
cytochrome b) indique que le spécimen capturé en Indo-
nésie fait partie d’une population distincte de celle des
Comores. Les taux importants de transition-transversion
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Figure 1. Séquences nucléotidiques du géne 125 rDNA pour le ceelacanthe d'Indonésie (L. [ndo.) et pour le ccelacanthe des Comores (L. Como.).
Les tirets indiquent I'identité nucléotidique de L. Como. par rapport a la séquence supérieure. Lors de chaque mutation ponctuelle, la base
nucléotidique substituée est symbolisée par une lettre sur la séquence alignée inférieure. Les délétions nucléotidiques sont signalées par un ou
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51
L. Indo. CAAGCATCAA CTACCCAGTG AGAATGCCCC
L. Como. —=——==——m—==
101
L. Indo. ACAGGGAGCA GGTATCAGGC ACACAACA T
L. Como. =—=—=—-———= T
151
L. Indo. TGTCCAGCCA CACCCCCAAG GGAACTCAGC
L. Como. ~————————— mmmmmmmmm —m
201
;. Indo. AAGTGAAAAC TTGACTCAAC CATGGTTACA
L. Como. —————=—mmm meemm———— G- ——mm
251
L. Indo. CAGCCACCGC GGTTACACGG AAGACCCAAA
L. COmo. ———mmemmem—— mm e e m e
301
I,. Indo. AAGCGTGATT AAAGGACACC CGTCATAATG
L. Como. =———===—m——m— ———m———m —~AC-—===—=
351
L. Indo. TGTCATACGC ACTTAGAAAA ATAGGCTCAT
L. Como. P = A—mmm —— T ==
. 401
L. Indo. ACCTAAAGGA CCCCTGAACC CACGAAAGCT
L. Como. e A m i m
451
L. Indo. ATACCCCACT ATGCTCAGCC CTAAACATAA
L. Como. ~mmmmmemem—e memmmmmmm e e C—-—
501
L. Indo. TCGCCAGGGG AACTACAAGC GCCAGCTTCA
L. Como. ———————=mm= mmmmmmmm—— e
551
L. Indo. ACTTCAAACC CACCTAGAGG AGCCTGTTCT
L. Como. —memmmem—mmm mmmmmmmmmm s
601
L. Indo. AACCTCACCA TCCCTAGCCA TTAAACCAGC
L. Como. ———m——mmems mmm e e
651
L. Indo. CCCACCCTGT GAAGGGAATA TAATGGGCAA
L. Como. —————=——=—m e A-——=
701
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L. Como. ~————=———=——= ——emmcace—a - A-mmmm
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801 i
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851
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plusieurs points selon le nombre de bases délétées.
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1 50
L, Indo. CAATGACAAA CATCCGAAAG ACACACCCAC TAATTAAAAT CATTAACGAA
L. Como. =C-mmm———= —mmmcmcme e G- ———m T—C--—=
51 100
L. Indo. ACCGTCATTG ACCTCCCCAC ACCATCAAAC ATCTCAATCT GATGAAATTT
L. Como. e A s s e s s m e
' 101 150
L. Indo. TGGGTCACTG CTAGGAATTT GCTTAATTAT ACAAATCGTA ACAGGCCTAT
L. Como. ——=m——m———— A ——mm e T C e
151 200
L. Indo. TCTTAGCAAT GCACTACACA GCTGACATCA CAACAGCATT CTCATCAGTA
L. Como. ——=mm—m———— A e e Te —mmm—m e e
201 250
L. Indo. GCCCACATCT GCCGAGATGT AAACTATGGA TGACTAATCC GAAACACCCA
L. Como., ===mmmmmmr e e e o Gl
251 300
L. Indo. TGCCAACGGA GCCTCTCTAT TCTTCATCTG CATCTACCTA CATGTAGCAC
L. COMO. ———rm—mmr—m mmmmm e e e e e e
301 350
L. Indo. GTGGACTCTA TTATGGATCA TATTTACAAA AAGAACCCtG AAACATTGGA
L, Como, —=—==—u———-- Cmmm—— G- - Cmmmm A-——m —m—m C-—-
351 392
L. Indo. GTTATCCTCC TCATGCTAGT TATGATTACC GCCTTCGTGG GG
L. Como. ~—m==—mmmmm mmm e e T —————————= -A
Cyvtochrome b position 15030 & 15482
1 50
L. Indo. TTAGGATTCC TAATCACACT AACAACACTA GCATTCCTAG CCCTATTCAC
L., Como., ~=—mme———oe ———— P e e e A —emm e
51 100
L. Indo. CCCAAACCTG CTAGGAGACC CAGAAAACTT CACACCAGCA AACCCACTAA
L, Como. Tr=m———m——- P e = Commmmm e e e T
101 150
L. Indo. CCACCCCACC ACACATCAAA CCAGAATGAT ACTTCCTATT TGCCTATGCA
L. Como., —=-———-- G mmmm o e e C——————- -
i51 200
L. Indo. ATTCTACGAT CCATCCCCAA CAAACTAGGA GGAGTCCTAG CTCTAGTCTT
L., ComO. =mmemmmm e e e e T e C
201 250
L. Indo. CTCCATTCTA GTACTACTAC TAGTGCCAAC CTTACACACC TCAAAACAAC
L. Como. ——-Prmemme o e T e e
251 300
L. Indo. GAGGAAACAT CTTCCGCCCA ATCACCCAAG CACTATTCTG AGCCCTTGTA
L. Como., -===Z——=nC ——mmmmm——e = Te———— A Tr—mre——m—— —— e
301 350
L. Indo. GCAGACATGC TAATCCTAAC CTGAATCGGA GGCCAACCGGE TAGAGTATCC
L. Como. =————————— e e e A- ———— A-————
351 400
L. Indo. ATTCATGACA ATCGGGCAAA TTGCTTCAAT CACCTACTTC AGCCTATTCC
L. Como. ==rmmem——emm e A e e
401 453
L. Indo, TCATCCTAAT CCCAATAACT GGATGGCTGGE AAAACAAGGC CATAAACTGA AAC
L. Comp. ==—me———rm o mmmm e A-—A~ e e

Figure 2. Séquences nucléotidiques de deux portions du géne du cytochrome b pour le ceelacanthe d'Indonésie (L. Indo.) et pour le ceelacanthe
des Comores (L. Como.).
Ces deux régions du géne correspondent respectivement aux position nucléotidiques 14342 & 14732 et 15030 a 15482 sur la séquence mito-
chondriale compléte publiée par Zardoya et Meyer (1997). La nomenclature utilisée est la méme que sur la figure précédente.
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observés, ainsi que la dominance des substitutions
nucléotidiques sur la troisi@me position du codon (76 %),
indiquent des niveaux de divergence entre ces deux
populations du méme ordre de grandeur que ceux géné-
ralement observés entre des espéces proches ou des
populations éloignées d’une méme espéce [19].

Le spécimen indonésien a été capturé sur les pentes
d’une fle volcanique géologiquement récente et caracté-
risée par un réseau complexe d’anfractuosités [13]. Cet
habitat est semblable a celui décrit aux Comores [20],
confirmant ainsi I'apparente préférence de ce poisson
pour ce type de milieu [11]. isolement génétique mis en
évidence dans cette étude, semble pouvoir s'expliquer
par un isolement géographique. En effet, I'Indonésie et les
Comores sont éloignées de plus de 10 000 km, séparées
par d’importantes fosses abyssales parcourues de cou-
rants marins antagonistes [21].

Gréce aux horloges moléculaires disponibles pour ces
deux génes [22-24] nous pouvons donner une estimation
du temps de divergence entre les deux populations de
ceelacanthes (1 % de substitution nucléotidique par
million d’années pour le géne 125 rDNA; 2 % de subs-
titution nucléotidique par million d’années pour le géne
du cytochrome b). En considérant ces taux qui sont parmi
les plus faibles, nous estimons un temps de divergence
des deux populations avec leur ancétre commun de

Fordre de 1 420 000 années pour le géne 125 rDNA et
1220 000 années pour le géne du cytochrome b. 1l est
intéressant de constater que, malgré les contraintes sélec-
tives différentes qui s'exercent sur ces deux genes, les
temps de divergence estimés entre ces deux populations
sont relativement semblables. Si 'on se référe a I'histoire
évolutive des ccelacanthidés, qui remontent & plus de
400 millions d’années, ['événement qui a conduit & l'iso-
lement de ces deux populations de Latimeria est relative-
ment récent.

Le cumul de toutes ces observations (différentiation
génétique et morphologique, isolement géographique et
méme existence de profils de coloration distincts [13],
semblent montrer que l'individu capturé dans l'archipel
indonésien appartient a une nouvelle espéce que nous
proposons de nommer Latimeria menadoensis n. sp., en
référence a la localité de capture du spécimen.

Laire de répartition de cette nouvelle espéce semble ne
pas étre limitée au nord de I'fle de Sulawesi. En effet, des
enquétes récentes semblent indiquer que des cocelacan-
thes ont été observés sur d’autres fles de ’archipel indo-
nésien. Ce résultat trés important demande a étre
confirmé par 'observation de nouveaux spécimens. Nul
doute que ce poisson extraordinaire nous réservera
encore beaucoup de surprises.

Abridged version

On July 1998, the arrival of a lost relative was registered for
the celebration of the Diamond Jubilee of the coelacanth
Latimeria chalumnae Smith. This discovery of an Indonesian
population of coelacanth, almost 10 000 km from the known
population in the Comoros immediately raised new taxo-
nomic, biogeographic and conservation implications.

To test the assumption of the existence of a possible new
population, we sequenced the mitochondrial DNA from
cytochrome 4 and 12S rDNA genes, and described morpho-
logical features of the Indonesian specimen. Our data were
then compared with those available from specimens of the
Comorean population.

Percentage differences in base sequences are 4.85 % for the
845 base pairs of the partial cytochrome & gene (transition—
transversion 13 :1) and 2.85 % for the 984 base pairs of the
total 12S rDNA gene (transition—transversion 2.4 :1).

Previous molecular analysis conducted both from the most
evolving part of the control region and multilocus DNA fin-
gerprints of 16 individuals of the Comoros and one of
Mozambique revealed a low genetic variability comparable to
that observed on consanguine stocks of laboratory fish. It
enforced ecological observations arguing that the breeding
stock at Grand Comoro has a very narrow habitat range with
a small relict population. These results strongly suggest that
the Comorean and the Indonesian coelacanths belong to dis-
tinct populations. Nevertheless, the high transition—transver-
sion ratios and the preponderance of third position silent
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substitutions (76 %) observed is typical for comparisons
between closely related species or between populations
within species.

Morphometrical comparison cartied out between both
populations showed strong differentiation. Sixty-three per
cent of the measurements assessed on the Indonesian speci-
men are excluded from the range of corresponding values
described on five individuals of L. chalumnae. The Indone-
sian specimen is characterised by a shorter head length (23 %
SL versus 24-26 % SL); shorter predorsal length (38 % SL
versus 40 % SL for PD;; 60 % SL versus 63—65 % SL for
PD,); a slender body depth (20 % SL versus 27 % SL); a cau-
dal peduncle longer (31 % SL versus 26-28 % SL); a longer
caudal fin (16 % SL versus 15 % SL). Concerning meristic
counts, the Indonesian coelacanth is characterised by a
greater number of rays on the second dorsal fin (27 versus
29-31), on the ventral caudal lobe (24 versus 21-22) and on
the supplementary caudal lobe (30 versus 25-26).

Many parameters, such as the genetic and morphological
differentiation, the evidence of geographical isolation from
the vast distance between cryptic populations, the dynamics
of the current distribution coupled with the discontinuity of
the habitat and the existence of a distinct coloration pattern,
lead us to consider that the Indonesian coelacanth is a new
species. We propose to name this species Latimeria mena-
doensis, referring to its sampling location. Nevertheless, we
must keep in mind that this species is closely related to
L. chalumnae. Referring to an abundant literature concerning
approximate molecular clock/evolutionary time calibrations,
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we are able to give an estimation of the time divergence
between the two populations of coelacanth. Two different
rates of sequence divergence were used for the 125 tDNA
(1 % of nucleotidic substitution per million years) and for
the cytochrome & (2 % of nucleotidic substitution per mil-
lion years). According to these rates, we estimate a divergence

Une nouvelle espéce de coslacanthe

time from their common ancestor around 1 220 000 years
with cytochrome & and around 1420 000 years with 128
rDNA. With regards the long history of coelacanth this range
of divergence time makes it a recent event, and there is no
doubt that this fascinating fish will continue to give us new
surprising information.
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