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"L'étudiant en lettre ou en sciences se caractérise par une sorte de refus qu'il oppose
aux exigences du groupe. Une réaction presque conventuelle l'incite a se replier
temporairement ou de facon plus durable, dans ['étude, la préservation et la
transmission d'un patrimoine indépendant de I'heure qui passe. Quant au futur savant,
son objet est commensurable a la durée de ['univers seulement. Rien n'est donc plus
faux que de les persuader qu'ils s'engagent; méme quand il croit le faire, leur
engagement ne consiste pas a accepter un donné, a s'identifier a une de ses fonctions, a
en assumer les chances et les risques personnels ; mais a le juger du dehors et comme
ils n'en faisaient pas eux mémes partie; leur engagement est encore une maniere
particuliere de rester dégagé. L'enseignement et la recherche ne se confondent pas, de
ce point de vue, avec l'apprentissage d'un métier. C'est leur grandeur et leur misere que
d'étre soit un refuge, soit une mission".

(Claude Lévi-Strauss, Tristes Tropiques, chapitre 6)
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Etude des réponses adaptatives d’une population d’invertébré benthique
(Chironomus riparius) soumis a une exposition métallique chronique : le cas de

I’uranium

Résumé

L’intensité de la pression de sélection engendrée par une pollution excede souvent celle
a laquelle sont soumises des populations dans un environnement non pollué. Par
conséquent, des changements micro-évolutifs peuvent survenir en réponse a cette force
directionnelle anthropique, et ce sur une courte période. Dans ce contexte, cette thése a
port¢ sur 1'étude des modifications phénotypiques de populations de Chironomus
riparius exposées durant plusieurs générations consécutives a des sédiments contaminés
a l'uranium. Des expériences en conditions controlées ont été menées sur des
populations de méme origine exposées a une gamme de concentration en uranium
induisant des effets toxiques. Le suivi des traits d'histoire de vie au cours des huit
générations d'exposition a révélé chez les populations exposées des micro-évolutions
conduisant notamment a une amélioration du succés reproducteur des adultes. D'autres
expériences (test de toxicité aigu€, expérience en jardin commun) réalisées en paralléle
ont permis de relier ces micro-évolutions a l'acquisition d'une tolérance a l'uranium,
conséquence d'une adaptation génétique. Cependant, cette adaptation a également été
synonyme de colt en termes de fitness et de diversité génétique pour les populations
pré-exposées. Ces résultats conduisent a 1'hypothése d'une sélection par l'uranium qui
aurait agi de maniere séquentielle sur les populations. Ils soulignent également la
nécessité de comprendre les mécanismes adaptatifs afin d'appréhender au mieux les

conséquences écologiques de I’exposition chronique d'une population a un polluant.

Mots clés: sélection, tolérance, adaptation génétique, métaux lourds, invertébré

benthique, pollution, micro-évolution, écotoxicité, uranium.



Adaptive response of Chironomus riparius populations exposed to uranium-

contaminated sediments during consecutive generations

Abstract:

The intensity of selection on populations caused by polluted environment often exceeds
which is caused by an unpolluted environment. Therefore, micro evolution can occur in
response to this anthropic-directionnal force over a short period. In this context, this
thesis focused on studying phenotypic changes in Chironomus riparius populations
exposed during several consecutive generations to uranium-contaminated sediments. In
laboratory-controled conditions experiments were conducted with same origin
populations exposed to a range of uranium concentration inducing toxic effects. Over
eigth-generations of exposure, life-history traits measures revealed micro evolution in
exposed populations, including increase of adult reproductive success. Other
experiments (acute toxicity test, common garden experiment) performed in parallel
enabled to link these micro evolution with a tolerance induction, as a consequence of
genetic adaptation. Nonetheless this adaptation also induced cost in terms of fitness and
genetic diversity for pre-exposed populations. These results lead to the hypothesis of a
selection by uranium that acted sequentially on populations. They also underline the
need to better-understand the adaptive mechanisms to better assess the ecological

consequences of chronic exposure of populations to a pollutant.

Keywords: sélection, tolerance, genetic adaptation, heavy metal, benthic invertebrate,

pollution, microevolution, ecotoxicity, uranium.
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Introduction Générale

1.Contexte général

L’adaptation locale, qui est une cause importante des différenciations de populations, est
I’'un des principes de base de la biologie évolutive moderne. La sélection naturelle,
mécanisme reconnu pour étre responsable de changement évolutif, dirige ces processus
adaptatifs. L’adaptation peut étre définie comme la valeur phénotypique d’un trait qui
accroit la valeur sélective (ou fitness) des individus, et qui est fixée ou stabilisée au sein
d’une population a travers le processus de sélection naturelle (Danchin ef al., 2005). En
conséquence, un ¢€tat d’adaptation est en partie défini par 1’action de la sélection

naturelle qui agit directement sur le trait phénotypique considéré.

La pollution peut jouer un role important dans les pressions de sélection naturelle
contemporaines (Postma et al., 1995). L’intensité de la pression de sélection engendrée
par une pollution excéde souvent celle a laquelle est soumise une population dans un
environnement non pollué. Par conséquent, des changements micro-évolutifs peuvent
survenir en réponse a une force directionnelle anthropique, et ce durant une courte
période (quelques générations) (Groenendijk et al., 1999; Reznick et al., 2005). En
effet, une évolution rapide de la tolérance d'organismes a un polluant a déja été
démontrée dans la littérature (Erdnen et al., 2008; Vedamanikam et al., 2008; Vogt et
al., 2007; Dechamps et al., 2007; Piola et al., 2006; Ward et al., 2005; Bijlsma et al.,
2005; Lopes et al., 2005; Xie et al., 2003; Reznick ef al., 2001; Raymond et al., 2001;
Shirley et al., 1999; Posthuma et al., 1993). Néanmoins, dans la plupart des cas, il n’a
pas été prouvé que I’augmentation de tolérance était due a des modifications génétiques
au sein de la population. En effet, en présence d’une force sélective directionnelle forte,
les modifications phénotypiques que 1’on peut observer sur un faible nombre de
générations est la conséquence de deux phénomenes: (i) 1’acclimatation qui fait
intervenir la plasticité phénotypique des individus et/ou (ii) I’adaptation, impliquant des

changements génétiques au sein de la population (Falconer et Mackay, 1996). En
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fonction du mécanisme mis en place, les conséquences a long terme peuvent étre trés
différentes. Dans le cas d’une acclimatation, les individus ont acquis, au cours de leur
vie, un degré de tolérance suite a une pré exposition. Cette tolérance n’est pas transmise
a la descendance. Elle peut donc étre induite ou perdue au cours d’une seule génération.
En revanche, une adaptation génétique implique que la population a évolué en
augmentant la tolérance moyenne de ses individus; la sélection naturelle agissant sur les
individus de tolérance génétiquement différentes. Dans ce cas, cette tolérance se

transmet a la descendance.

Comprendre les mécanismes adaptatifs est une étape fondamentale pour toute étude
cherchant a appréhender les conséquences écologiques de I’exposition chronique de
populations a un polluant (Chapman et al, 2003). Si depuis longtemps les
écotoxicologues ont étudié les effets immédiats (intra-générationnels) d’un polluant sur
les organismes, que ce soit sur leur physiologie, leur comportement, leurs traits
d’histoire de vie, en revanche, les conséquences a plus long terme sur les populations
ont ¢été tres peu étudiées. Ainsi, des connaissances sur les changements des
caractéristiques phénotypiques et génétiques sur plusieurs générations d’une population
face a une perturbation de son environnement nous permettraient d’évaluer les risques
associés a 1’exposition chronique a un polluant sur I’extinction de population et le

maintien de la biodiversité (Medina et al., 2007).

L'uranium est présent dans tous les compartiments de la biosphere. Les écosysteémes
aquatiques continentaux sont particuliérement exposés a la contamination par l'uranium.
Ils constituent en effet des sites d'accumulation des polluants, de par leur rdle de
réceptacle des eaux de pluie, des eaux de drainage, des eaux usées et des rejets
industriels et agricoles. L'utilisation de 1'uranium en tant que combustible nucléaire et
pour la fabrication d'armes militaires, a conduit a une contamination des milieux
naturels dans de nombreux sites a travers le monde. A cela il faut rajouter une
contamination liée au relargage de quantités traces d'uranium venant d'autres activités
anthropiques (combustion du charbon, wusage agricole d'engrais phosphatés

naturellement riche en uranium, applications militaires, scientifiques et médicales)
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(Markich, 2002). Dans les écosystémes continentaux, c'est dans les sédiments que
I'uranium va essentiellement s'accumuler (Hynes, 1990), compartiment servant
¢galement d'habitat pour de nombreuses especes de macro-invertébrés dulgaquicoles. Or
ces organismes, de par leur position dans le réseau trophique (consommateurs primaires
ou secondaires, proies), ont un role majeur dans la structure et le fonctionnement des
¢cosystemes aquatiques d'eau douce. Se pose alors la question des effets €écotoxiques de
I'uranium sur ces macro-invertébrés. Or peu de données existent sur I'écotoxicité de
sédiment contaminé a l'uranium vis-a-vis des macro-invertébrés benthiques, ainsi que

sur la capacité des ces populations a s'adapter a sa présence.

Dans ce contexte, 1’objectif de cette thése a été d’étudier les réponses adaptatives de
populations d’invertébré benthique (Chironomus riparius) soumises a la présence

d’uranium dans leur environnement.

Pour cela, nous avons choisi d'appliquer en conditions controlées une démarche
originale en combinant deux approches, (i) une approche « écotoxicologique »,
consistant a exposer des populations a différents scénarios d'exposition a un sédiment
contaming a l'uranium. Ainsi il a été possible d'établir des relations de type dose-réponse
entre la concentration en uranium dans le milieu, et les paramétres biologiques mesur€s;
(i) une approche « évolutive », permettant de suivre I'évolution des parametres

biologiques mesurés au fil des générations, et d'identifier les mécanismes adaptatifs mis

en place.

Le manuscrit se structure en deux volets principaux : 1) une revue de littérature sur la

problématique abordée, 2) une présentation et une discussion de nos résultats.

Dans le volet revue de la littérature, une premicre partie fera état du réle que peut avoir
une contamination sur le processus de sélection naturelle, en décrivant principalement
les mécanismes adaptatifs susceptibles d'étre mis en place pour peut étre permettre de
s'adapter a leur environnement. Cette partie s'achévera sur une présentation des

méthodologies utilisées en évolution expérimentale, en insistant particuliérement sur
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l'intérét d'une telle approche dans la compréhension des mécanismes de la sélection
naturelle. Une deuxieéme partie développera la problématique liée a 1'uranium présent
dans les écosystémes aquatiques, en mettant I'accent sur son ecotoxicité vis-a-vis des
macro-invertébrés benthiques. Enfin, une derniére partie cloturera cette synthése

bibliographique en énongant les objectifs spécifiques de la thése.

Dans le volet expérimental, chaque expérience fera 1'objet d'une partie dans laquelle
figurera tout d'abord une introduction bréve rappelant l'objectif spécifique de
l'expérience, suivie ensuite des parties matériels et méthodes, résultats et discussion.
Enfin, nous conclurons sur I'ensemble des résultats obtenus et rétrospectivement sur les

approches mises en ceuvre.

Introduction Générale 15



2.Contamination métallique et adaptation

2.1.Stress environnemental et mécanismes adaptatifs

Un stress environnemental peut étre défini comme une condition environnementale qui,
lorsqu’elle s’applique pour la premicre fois, engendre une diminution de la fitness des
individus. Ce stress peut résulter de modifications des facteurs abiotiques d'un
environnement, tels que la température, des facteurs climatiques, ou encore la présence
de composés chimiques d'origine naturelle ou anthropique. Un stress environnemental
peut également résulter de modifications de facteurs biotiques, telles que la compétition,

la prédation, ou encore le parasitisme.

Pour compenser cette réduction de fitness, des mécanismes adaptatifs peuvent entrainer
des modifications phénotypiques et génétiques dans la population. L'adaptation est alors
un processus de changement qui se met en place afin de se conformer au mieux aux
conditions environnementales. Dans ce cas, le groupe d'individus dont les
caractéristiques  (morphologiques, physiologiques, ou comportementales) leur
permettent d'avoir une survie ainsi qu'un succes reproducteur €élevés dans les conditions
environnementales qui ont déclenché ce processus sera favorisé (Bijlsma et Loeschcke,

2005).

Ces changements peuvent étre uniquement phénotypiques. On parle alors d'adaptation
phénotypique ou d'acclimatation, qui est la conséquence de la plasticité phénotypique.
C'est a dire la capacit¢ d’un méme génotype a donner différents phénotypes selon
I’environnement dans lequel I’individu se développe. Un exemple spectaculaire
d'adaptation phénotypique est donné par la daphnie en réponse a un stress biotique, la
prédation (Agrawal, 2001). Chez Daphnia lumholtzi, la présence de prédateur va
conduire chez les daphnies exposées a des modifications morphologiques au niveau du

casque et de 1'épine caudale qui lui conféreront une protection accrue (figure 1).
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Figure 1. Plasticité phénotypique d'un clone de Daphnia lumholtzi. L'individu de
gauche a été exposé a des signaux chimiques provenant d'un poisson prédateur,
l'individu de droite n'a pas été exposé (controle). La forme du casque ainsi que la
longue épine caudale chez l'individu exposé lui permettent d'étre mieux protégé de la

prédation (extrait de Agrawal, 2001).
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La plasticité phénotypique est favorisée par la sélection naturelle lorsqu’elle permet aux
individus d’une population de s’ajuster efficacement aux différents environnements
qu’ils peuvent rencontrer (Anger, 2006). Il existe cependant certains cofts liés aux
mécanismes et a la régulation nécessaire pour assurer un tel niveau de flexibilité, de

telle sorte que la plasticité phénotypique reste limitée (DeWitt ef al., 1998).

L'adaptation peut également s'opérer a travers un changement des fréquences alléliques
sous l'influence d'une pression de sélection engendrée par l'environnement. On parle
alors d'adaptation génétique. L’adaptation génétique d’une population a son
environnement est alors le résultat de I’action de la sélection naturelle sur la gamme de
phénotypes disponibles dans une population. Les génes conférant la meilleure valeur
sélective aux individus qui les portent sont alors favorisés, et leurs fréquences tendront a
s’accroitre dans le temps si les conditions environnementales qui les sélectionnent sont

maintenues (Boivin, 2003 ; Falconer et Mackay, 1996).

Les perturbations d’origine anthropique sont généralement considérées comme un
moteur puissant de 1’évolution des populations. Les modifications structurales et
fonctionnelles du milieu qui en résultent vont conduire a de nouvelles cartes sélectives
dans le jeu de I’adaptation. La résistance aux insecticides représente 1’'un des exemples
les plus marquants des processus adaptatifs aux changements de l’environnement,
d’autant que ce phénoméne a émergé dans un intervalle de temps relativement court (~

30 ans) au regard du temps évolutif (Hendry et al., 2008).

L'étude de I'évolution de la tolérance aux insecticides chez le moustique Culex pipiens a
par exemple permis de mieux comprendre la dynamique évolutive observée au cours du
suivi de populations naturelles exposées ou non de maniere chronique aux
organophosphates, en caractérisant les mécanismes adaptatifs du geéne a la population
(boite 1). Ces travaux ont alors permis d'élaborer une stratégie de lutte contre cette

acquisition de tolérance chez le moustique, vecteur de maladies (Weill et al., 2003).
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Boite 1. Evolution de la résistance aux pesticides chez des populations de Culex pipiens

du sud de la France.

L'évolution de la tolérance aux insecticides de
type organophosphates (OP) chez des populations
de moustiques Culex pipiens du sud de la France
est un cas d'école (Bourguet et al., 2004 ; Weill et
al., 2003 ; Raymond et al., 2001 ; Raymond, 1998
#765). Les OP inhibent ['acétylcholinestérase,
enzyme  responsable de  [l'hydrolyse  de
l'acétylcholine dans les synapses cholinergiques.
Cette inhibition prolonge la durée de l'influx
nerveux, qui conduit rapidement a la mort du
moustique (Weill et al., 2003). Développer une
tolérance aux OP implique une diminution, voir
une suppression de l'inhibition de
l'acétylcholinestérase. L'étude des différents
phénotypes de tolérance et des changements
génétiques qui leur sont associés a permis
d'appréhender chez des populations de Culex
pipiens comment s'est faite cette adaptation et
comment elle s'est modifiée au cours du temps
(Raymond et al., 2001).

Ainsi, seuls trois Joci sont responsables de
tolérance majeure, Est-2, Est-3 et Ace-1. Est-2 et
Est-3 forment un super locus (Ester) car trés
proches dans le génome; ces geénes codent pour
des estérases qui métabolisent les OP avant qu'ils
puissent inhiber l'acétylcholinestérase  des
synapses. Chez les phénotypes tolérants, ces
esterases sont produites en exces grace a un
processus d'amplification du nombre de copies

des genes les codant et/ou augmentant leur
expression. En effet, certains alléles de tolérance
comportent jusqu'a 50 copies d'Ester, alors que
l'allele sensible ne comporte qu'une seule copie
(Weill et al., 2003). Le gene Ace-I code pour la
cible des OP, 'acétylcholinestérase. Dans les cas
de tolérance, cette cible est mutée, réduisant ainsi
son affinité pour les OP.

Actuellement une dizaine d'alléles de tolérance au
locus Ester et deux au locus Ace-1 sont connus
chez Culex pipiens. Cependant cette plus grande
tolérance a un colt en terme de fitness pour les
génotypes porteurs de ces alleles (Bourguet et al.,
2004 ; Raymond et al, 2001). Dans un
environnement sans insecticides, les moustiques
résistants meurent plus jeunes que les moustiques
dépourvus de mutations, se développent plus
lentement, sont plus fréquemment capturés par
des prédateurs, sont plus sensibles aux infections.
Si les moustiques sauvages et mutés sont mis en
compétition, les seconds perdent dans toutes les
conditions testées. Evidemment, en présence
d’insecticide, ils s’en sortent quand méme car ce
sont les seuls a survivre.

Notons que le colt se modifie avec le temps,
certains alléles « tolérants » moins couteux en
remplacant d’autres (Guillemaud et al., 1998 ;
Lenormand et al., 1998).
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L'application d'une telle démarche sur d'autres polluants, tels que les métaux,
permettrait de mieux caractériser les effets chroniques d'une exposition de populations a
ces toxiques (Klerks, 2002), notamment a travers I'é¢tude des mécanismes adaptatifs mis
en jeu selon la concentration. Or, a 1'heure actuelle, aucune démarche d'évaluation du
risque environnemental 1ié¢ a la présence de métaux lourds n'en tient compte (Chapman

et al., 2003), et ce type d'étude est encore rare malgré le contexte environnemental.

2.2.Adaptations locales aux métaux lourds

Dans le monde entier, de nombreuses zones sont plus ou moins contaminées par des
métaux provenant d'activités anthropiques (ex : exploitations miniéres, agriculture). Ces
contaminations peuvent conduire localement a la disparition de plusieurs espéces
végétales et animales sensibles (Klerks et Levinton, 1993 ; Clements, 1994 ; Kiffney et
Clements, 1994). Cependant, d'autres especes témoignent de leur plus grande capacité
d'adaptation en survivant et en se reproduisant dans ces environnements pollués (pour
une revue, voir Posthuma et Van Straalen (1993) pour les milieux terrestres, Klerks
(1987) pour les milieux aquatiques, tableau 1 pour des exemples plus récents). Ces
especes se sont adaptées localement. On parle d’adaptation locale lorsque dans un
certain habitat, les génotypes locaux présentent une fitness relative supérieure aux

génotypes originaires d’un autre habitat (Sotka, 2005).
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Tableau 1. Exemples d'études récentes sur l'adaptation locale aux métaux lourds.

Meétal Espece Origine Plan expérimental' Traits mesurés Résultats Acclimatation  Référence
/ Adaptation
Meélange de Cd, Chironomus Populations naturelles issues Test de toxicité - Survie - Adaptation locale en terme de survie n.d.’ Leppanen et al.,
Zn (sédiment riparius (diptére) de sites contréles et de sites - Taux d'excrétion  des larves 1998
naturel) contaminés
Meélange Ceriodaphnia Populations naturelles issues Tests de toxicité - Survie Adaptation locale des populations Adaptation Lopes et al.,
(effluent de pulchella de sites contréles et de sites - Reproduction issues du site pollué, méme apres 2005
mine de pyrite  (crustacé) contaminés maintien (>5 générations) dans des
de cuivre) conditions de laboratoire optimales
Meélange de Cd, Chironomus Populations naturelles issues Test de toxicité - Survie Adaptation locale en terme de survie  n.d. Bahrndorff et
Cr, Cu, Ni, Pb, februarius de sites controles et de sites al., 2006
Zn, Hg (diptere) contaminés
(sédiment
naturel)
Meélange de Cd, Kiefferulus Populations naturelles issues Test de toxicité - Survie Pas de différence significative entre n.d. Bahrndorff et
Cr, Cu, Ni, Pb, intertinctus de sites controles et de sites les populations al., 2006
Zn, Hg (diptere) contaminés
(sédiment
naturel)
Meélange de Cu  Betula pubescens Populations naturelles issues Jardin commun - Hauteur du plant Adaptation locale Adaptation Erdnen, 2008
et Ni (sol (bouleau) de sites contréles et de sites - Longueur des
contaminé) contaminés feuilles Coiit de la tolérance

- Fluorescence de
la chlorophylle



Meétal Espece Origine Plan expérimental' Traits mesurés Résultats Acclimatation  Référence
/ Adaptation
Pb Gambusia affinis  Populations naturelles issues Tests de toxicité - Survie Adaptation locale: Acclimatation  Klerks et Lentz,
(poisson) de sites controles et de sites - différence significative entre les 1998
contaminés populations lors du test de survie 3
Jjours apres le prélevement
- plus de différence significative entre
les populations 34 jours apres le
prélévement (individus maintenus en
laboratoire dans un milieu non
contaminé)
Zn Gambusia affinis  Populations naturelles issues Tests de toxicité - Survie Pas de différence significative entre n.d. Klerks et Lentz,
(poisson) de sites controles et de sites les populations 1998
contaminés
Cd Limnodrilus Populations naturelles issues Test de toxicité - Survie Adaptation locale: différence Adaptation Klerks et
hoffmeisteri d'un site contréle et d'un site significative entre les populations Levinton, 1989
(oligochacéte) contaminé par du Cd et du apres deux genérations dans des
Ni conditions de laboratoire.
cd Chironomus Populations naturelles issues Tests de toxicité - Survie Adaptation locale en termes de survie n.d. Postma et al.,
riparius (diptére) de sites contréles et de sites - Croissance et de croissance pour certaines 1995
contaminés populations seulement
Coiit de tolérance en terme de
croissance
Cd Chironomus Populations naturelles issues Tests de toxicité - Survie Adaptation locale en termes de temps  n.d. Postma et al.,
riparius (diptére) de sites contréles et de sites - Temps de de de développement et de succes 1995
contaminés deéveloppement d'éclosion des ceufs
- Succes d'éclosion
des ceufs Coiit de tolérance en termes de survie
et de temps développement
Cu Daphnia Populations naturelles issues Tests de toxicité - Survie Adaptation locale des populations Adaptation Lopes et al.,
longispina de sites controles et de sites - Reproduction issues du site pollué, méme apres 2006
(crustacé) contaminés maintien (>5 générations) dans des

conditions de laboratoire optimales



Metal Espece Origine Plan expérimental' Traits mesurés Résultats Acclimatation  Référence

/ Adaptation
Cu Bugula neritina  Populations naturelles issues Test de toxicité - Succes Adaptation locale en terme de n.d. Piola et
(Bryozoaire) de sites controles et de sites d'attachement croissance Johnston
contaminés - Croissance 2006 ’
Cu Bugula neritina  Populations naturelles issues Translocation - Survie Adaptation locale Adaptation Piola et
(Bryozoaire) de sites controles et de sites réciproque - Croissance Johnston, 2006
contaminés Coiit de la tolérance
Cu Cognettia Populations naturelles issues Jardin commun - Survie Adaptation locale en termes de survie n.d. Haimi et al.,
sphagnetorum de sites controles et de sites (environnement - Croissance et de croissance 2006
(oligochaete) contaminés contaminé) - Reproduction

Pas de différence de reproduction
entre les populations

'Les tests de toxicité permettent de déterminer pour chaque population étudiée leur seuil de tolérance a un ou plusieurs toxiques, en les exposant a une
gamme de concentrations. Cette valeur seuil calculée pour un trait phénotypique, trés souvent la survie, est considérée comme une mesure du niveau de
tolérance de la population au toxique testé. Cette méthode présente l'avantage de donner une mesure quantitative du niveau de tolérance. Les
expériences de jardin commun ou de translocation réciproque permettent la comparaison des performances entre au moins deux populations a
I'histoire de vie différentes (Falconer et Mackay, 1996).

2n.d. : non déterminé.



Dans le cas d'une adaptation génétique, l'adaptation locale résulte d'un processus
graduel de tri des organismes selon les conditions du milieu a travers la sélection
naturelle (Danchin et al., 2005). La sélection par les métaux lourds est considérée
comme directionnelle', continue et forte. En effet, les métaux lourds sont des substances
non dégradables, qui peuvent entrainer des effets toxiques. Ainsi leur présence dans un
environnement peut étre considérée comme un moteur important de la sélection
naturelle. La sélection naturelle maximisant la fitness, on considére que son action se
traduit par un accroissement de la tolérance des populations aux métaux lourds présents

dans leur environnement (Posthuma et Van Straalen, 1993).

Plusieurs travaux ont permis de démontrer l'origine génétique de I'adaptation locale a la
présence de métaux lourds (Klerks, 2002 ; Lopes et al., 2005 ; Lopes et al., 2006 ; Piola
et Johnston, 2006 ; Erdnen, 2008). Par exemple, & proximité d'un site fortement
contaming par du cadmium et du nickel (Foundry Cove, New York), Klerks et Levinton
(1989) ont montré une adaptation locale d'une population autochtone d'oligochaete
Limnodrilus hoffmeisteri. Lors d'un test de survie de 28 jours réalisé en laboratoire, les
individus issus de cette population ont survécu en présence du sédiment contaminé
prélevé a Foundry Cove, contrairement a ceux issus d'une population prélevée dans un
site non contaminé. De plus, ce test a permis de démontrer 'origine génétique de cette
adaptation locale, car réalisé sur les populations apreés deux générations de maintien en
laboratoire dans des conditions non contaminées (i.e. pas de pré-exposition, éventuel
effet maternel négligeable (Falconer et Mackay, 1996))*.

De méme, Lopes et al. (2005, 2006) ont démontré une tolérance accrue d'origine

génétique chez des populations naturelles de daphnie Ceriodaphnia pulchella et

1 En sélection directionnelle, les génotypes qui sous-tendent les phénotypes & un des deux extrémes de
la distribution sont favorisés. La moyenne va donc changer dans cette direction entre deux
générations, et la variance peut éventuellement diminuer (Danchin et al., 2005).

2 Les auteurs ont également réalis¢é les mémes tests sur une espéce de chironome (Zanypus
neopunctipennis) sans pouvoir mettre en évidence une telle adaptation locale. De plus in situ, le suivi
des populations n'a pas permis de montrer un quelconque effet de la pollution, que ce soit pour la
population « adaptée » (Limnodrilus hoffimeisteri) et celle « non adaptée » (Tanypus neopunctipennis).
En effet, dans la zone contaminée par Foundry Cove la densité des deux espéces était équivalente,

voire supérieure, a celle dans un site contréle (Klerks, 2002).

Introduction Générale 24



Daphnia longispina exposées a la contamination métallique d'une ancienne mine de
cuivre dans le sud-est du Portugal, par rapport a des populations non exposées (test de
toxicité aprés cinq générations de maintien en laboratoire dans des conditions non
contaminées). Selon les auteurs, l'augmentation de la survie chez les populations
exposées serait le résultat de la sélection directionnelle engendrée par 1'exposition aux
métaux. Cette hypothése repose sur d'autres travaux ayant mis en évidence une
acquisition de tolérance d'origine génétique (Klerks, 1987 ; Posthuma et Van Straalen,
1993)’. Cette sélection directionnelle aurait alors contre sélectionné les individus
sensibles, initialement présents dans la population. Les auteurs proposent également
qu'une perte de diversité génétique aurait pu conduire a un effet fondateur (Lopes et al.,

2006). Cependant, cette hypothese n'a pu étre vérifie.

Piola et Johnston (2006) ont mené des études en laboratoire (test de toxicité) et in situ
(translocation réciproque) afin de mesurer des différences de tolérance au Cu chez des
populations du bryozoaire Bugula neritina, originaires d'un site contaminé au Cu et d'un
site controle. La population originaire du site contaminé avait une tolérance au Cu
supérieure a la population contréle. L'expérience de translocation réciproque a
¢galement permis de montrer que cette accroissement de tolérance offrait un avantage
en milieu contaminé, mais avait un colt dans un environnement non contaminé,
probablement a cause du colit énergétique engendré par le ou les mécanismes

physiologiques responsables de cette tolérance (boite 2).

3 Posthuma et Van Straalen (1993) ont observé chez des populations de collemboles vivant sur un site
contaminé par des métaux (Cd essentiellement) une plus grande tolérance ainsi qu'une meilleure
capacité d'excrétion des métaux par rapport aux populations témoins. Selon les auteurs, une forte
sélection directionnelle induite par le Cd aurait favorisé les traits liés a la tolérance, telle que la

capacité d'excrétion.
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Boite 2. Mécanismes de tolérance aux métaux lourds chez les especes animales.

La tolérance a un stress environnemental implique
des mécanismes spécifiques ou non au type de
stress (Posthuma et Van Straalen, 1993). Soumis a
un stress les organismes peuvent réduire les
impacts en modifiant leur comportement et/ou
leur physiologie (Hoffmann et Parsons, 1991).

Comportement de fuite

Le comportement de fuite peut étre la premicre
réaction de l'organisme une fois le stress détecté
(Hoffmann et Parsons, 1991 ; De Lange et al.,
2006 ; Lenihan et al., 1995 ; West et Ankley, 1998
; De Haas et al., 2006 ; Wenstel et al., 1977 ;
Yeardley et al., 1996). 1l permet ainsi de réduire
l'exposition de ces organismes au contaminant, et
donc leur toxicité.

Plusieurs mécanismes physiologiques peuvent
également étre a l'origine d'une augmentation de
la tolérance aux métaux, leur but étant de réduire
les effets négatifs de l'exposition (Posthuma et
Van Straalen, 1993).

Réduction de I'assimilation

La modification de la capacité d'assimilation du
métal peut contribuer a I'adaptation. Par exemple,
Xie et Klerks (2004) ont mis en évidence chez le
poisson gambusie Heterendria formosa des
modifications de 1'absorption et de 1'accumulation
de cadmium comme des mécanismes responsables
de la tolérance accrue au Cd. En effet les auteurs
ont comparé I'accumulation de Cd de trois lignées
controles avec trois lignées sélectionnées avec
succes pour une plus grande tolérance au Cd (Xie
et Klerks, 2003). Les individus des lignées
tolérantes avaient un taux d'assimilation du Cd
plus faible que celui des lignées controles. Ces
résultats suggerent que l'assimilation réduite ayant
conduit a une accumulation de Cd dans les
organismes plus lente est responsable de la
tolérance accrue des poissons sélectionnés.

Induction de métallothionéines

Une fois dans la cellule, la distribution du métal
dans les différents compartiments intra-cellulaires
est déterminée par l'affinité du métal avec des
ligands (Posthuma et Van Straalen, 1993). Chez
les espcéces animales, les ligands les plus

fréquemment étudiés pour les métaux sont les
métallothionéines (MT). Le taux de synthese de
ces protéines est considéré comme un facteur clé
dans la régulation des métaux, en séquestrant les
métaux par la formation d'un complexe afin de
diminuer son interaction avec d'autres structures,
et de fait sa toxicité. De part ses propriétés
d'inductibilité, cette protéine est la plus impliquée
dans la résistance aux métaux lourds (Klerks,
1987; Shirley et Sibly, 1999 ; Gillis ef al., 2002 ;
Piola et Johnston, 2006). Par exemple Gillis et al.
(2002) ont exposé¢ deux espéces d'invertébrés,
Tubifex tubifex et Chironomus riparius, a des
sédiments artificiellement enrichis en Cd. Les
résultats ont montré pour les deux especes une
relation de type dose-réponse entre la
concentration en Cd et la quantité de Cd accumulé
dans l'organisme ainsi que la quantit¢ de MT
synthétisées, confirmant ainsi l'induction de la
production de MT par le Cd.

Augmentation de 1'excrétion

Tout comme l'assimilation, il existe des
différences d'excrétion entre les individus
(Posthuma et Van Straalen, 1993). Chez le
collembole Orchesella cincta, 1'excrétion de métal
a été clairement mis en évidence a travers
I'exfoliation de 1'épithélium intestinal lors de
chaque mue, composante importante de la
tolérance au Cd pour cette espéce (Van Straalen et
al., 1987). Ce moyen d'excrétion lui permet ainsi
de réduire la quantité de métal accumulé dans le
corps.

Un autre moyen d'excrétion chez certaines
especes est l'autotomie (Terrail et al., 2008). Chez
les tubificidés notamment, ce mode d'excrétion
consiste a éliminer les polluants qui s'accumulent
dans leurs extrémités par une simple autotomie de
la partie caudale du corps (Terrail ef al., 2008).

Ainsi, plusieurs mécanismes peuvent étre a
l'origine d'une tolérance accrue. Au sein d'une
population exposée a un meétal, toute variabilité
intra-individuelle au niveau des performances du
ou des mécanismes impliqués va donc conduire a
une sélection (Hoffmann et Parsons, 1991).
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Les exemples décrits ci-dessus illustrent ainsi la capacité d'un certain nombre d'espéces
a s'adapter a un environnement contaminé par des métaux lourds. Ils montrent
¢galement comment l'approche comparative généralement employée permet d'étudier
l'adaptation aux métaux lourds des populations naturelles. On compare, a travers la
mesure de différents traits, le niveau de tolérance de populations issues de différents
sites contrdles et contaminés. Selon Posthuma et Van Straalen (1993), « cette démarche

est déterminée par des considérations théoriques :

— L'adaptation locale est un bon indicateur de présence d'un effet toxique sur un site.

— Ces études permettent éventuellement la mise en évidence de variabilité génétique

entre les populations étudiées, et renseignent donc sur leur potentiel adaptatif.

— Elles peuvent étre une source d'information sur les mécanismes physiologiques

impliqués dans la tolérance.

— Elles permettent d'identifier les conséquences d'une forte sélection directionnelle sur
la fitness, en particulier en terme de cotit de tolérance du fait des compromis entre les

traits d'histoire de vie.

Cette demarche comparative peut également se justifier de maniere pratique :

— L'interprétation est relativement simple en comparaison avec les études sur la

sélection naturelle, l'agent principal de la sélection étant clairement identifie.

— La prise en compte de l'adaptation dans la détermination des niveaux de pollution

jugés acceptables dans une démarche d'évaluation du risque.

— La détermination des especes pouvant étre utilisées pour un biomonitoring.

— La prise en compte de l'adaptation comme parametre influencant la structure et le
fonctionnement d'un écosysteme, a travers les interactions entre les populations et les

communautés. »

Néanmoins une telle démarche ne permet pas a elle seule d'étudier la dynamique de

cette adaptation, car celle-ci n'est faite qu'a posteriori. Si la plupart des auteurs

Introduction Générale 27



identifient clairement la présence de métal comme agent principal de la sélection passée
ou en cours (Posthuma et Van Straalen, 1993), peu d'études ont réellement permis de le
démontrer a ce jour, notamment a travers la mise en évidence d'une relation de type
dose-effet entre la concentration en métal présent dans le milieu et l'intensité¢ de la

sélection agissant sur les populations exposées.

D'autres plans d'expériences empruntés a la biologie évolutive, tels que les expériences
de sélection naturelle en laboratoire permettent d'étudier en temps réel cette évolution
de la population soumise a un brusque changement d'environnement, telle qu'une

contamination par des métaux lourds.

2.3.Evolution expérimentale

Dans la nature, la sélection naturelle et sexuelle agissent directement sur les phénotypes
complexes (ex: les traits d'histoire de vie) qui sont polygéniques. Ainsi, les fréquences
des alléles a de nombreux loci peuvent changer en réponse a la sélection (Falconer et
Mackay, 1996). Les expériences de sélection permettent d'étudier 1'évolution en action,
mais dans des conditions contrdlées, reproductibles, et réalistes (Garland, 2003). La
s¢lection se fait sur certains traits de l'organisme entier, tel que le comportement, la
taille du corps, et/ou un trait d'histoire de vie (ex: croissance, fécondité). Ainsi avec un
nombre suffisant de générations, ces expériences permettent d'observer d'éventuels
changements fondamentaux dans I'architecture a la fois phénotypique et génétique d'une
population, qui peuvent alors étre attribués a la sélection qui a lieu de manicre bien

définie.

Pour comprendre l'action de la sélection, il existe deux types de sélection
expérimentale : la sélection artificielle (c.f. §2.3.5., p.34), et la sélection naturelle en
laboratoire (c.f- §2.3.6., p. 38 ; Falconer et Mackay, 1996 ; Lynch et Walsh, 1998). Quel
que soit le choix du plan expérimental, plusieurs facteurs doivent étre considérés
(Garland, 2003) : (1) le choix de l'organisme ; (i1) le nombre de lignées et de réplications

; (i11) I'origine de la population ; (iv) I'intensité de la sélection.
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2.3.1.Choix de I'organisme

Il doit de préférence avoir un temps de génération court pour autoriser des expériences
sur plusieurs générations. Il doit pouvoir étre maintenu dans des conditions imposées
par I'expérimentateur. Sa taille doit étre petite pour permettre de travailler sur un grand
nombre d'individus (plusieurs centaines par génération), ceci afin de réduire notamment

l'influence de la dérive génétique.

La dérive génétique peut étre définie comme une fluctuation aléatoire de la fréquence
des génes au cours des générations liés a un effet d’échantillonnage (Falconer et
Mackay, 1996). La différence essentielle entre la dérive génétique et la sélection
naturelle est a rechercher dans les conditions de leur enclenchement. Il n’est nullement
nécessaire que la variation sur un trait ait des conséquences en terme de survie et de
succes reproducteur pour que la dérive génétique opere. L'importance de la dérive
génétique dépend en fait de la taille de la population. Lorsque la population est petite,
les biais liés a la stochasticité des processus démographiques peuvent étre importants.
Comme toute population naturelle est d’effectif fini, la dérive exerce toujours une
influence plus ou moins modeste en fonction de la taille réelle de I’effectif de la
population et des autres forces évolutives (sélection, dispersion) en présence. De ce fait,
dérive et sélection operent simultanément au sein de petites populations (Danchin et al.,

2005).

2.3.2.Nombre de lignées et réplication

Leur nombre doit étre d'au moins deux, une lignée controle et une lignée sélectionnée.
Ces lignées doivent également étre répliquées. La réplication des lignées est
indispensable pour attribuer la réponse de la population a la sélection, plutét qu'a des

effets aléatoires tels que la dérive génétique et/ou des mutations.

En dehors de la sélection imposée par l'expérimentateur, l'action d'autres forces de

sélection non intentionnelles sont également a prendre en considération. On parle alors
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de sélection inconsciente. Celle-ci peut se produire de plusieurs fagons : (i) par des
variations aléatoires ou accidentelles des conditions environnementales, de telle sorte
que la sélection s'effectue soit sur le trait d'intérét, soit sur un ou plusieurs autres
caracteres; (il) par un protocole expérimental susceptible d'entrainer une sélection
inconsciente. Par exemple, Postma et Davids (1995) ont étudié l'induction de tolérance
chez une population de Chironomus riparius exposée en laboratoire a du cadmium
durant 9 générations consécutives. Selon les auteurs le protocole expérimental a
potentiellement favorisé les individus au temps de développement court en ensemencgant
chaque génération avec les ceufs pondus en début de période de reproduction. Cette
sélection inconsciente expliquerait alors 1'absence de retard de développement chez les
populations exposées par rapport aux populations controles. Les auteurs avancent cette
hypothése en se basant sur la théorie des traits d'histoire de vie qui prédit que
l'exposition a un toxique qui entraine une augmentation de la mortalité ou de I'effort de
reproduction, comme c'est le cas dans 1'étude de Postma et Davids, va favoriser au sein

d'une population les individus a la maturité précoce (Sibly, 1994).

2.3.3.0rigine de la population

Pour de nombreuses espéeces, il est possible d'utiliser des individus issus soit de
populations sauvages ou d'élevage. Les populations sauvages doivent au préalable avoir
¢t¢ maintenues dans les conditions de laboratoire pendant plusieurs générations afin
qu'elles puissent s'étre acclimatées a ces conditions. Sans cela l'adaptation aux
conditions de laboratoire se fera au cours de l'expérience de sélection. En choisissant
des populations d'élevage, des lignées particulieres peuvent étre disponibles.
Evidemment, il est nécessaire d'utiliser une souche présentant une variabilité génétique
importante, car d'elle dépend le potentiel adaptatif de la population, et donc sa réponse a

la sélection (Reed et al., 2003).

2.3.4.Intensité de la sélection

Tout trait soumis a la sélection y répondra proportionnellement a 'intensité de celle-ci.

En considérant un seul trait (ex: lors de sélection artificielle), la formule permettant de
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décrire la réponse phénotypique a la sélection est 1'équation de I'¢leveur (breeder's
equation) : R = hS

ou R est la réponse a la sélection, A2 est I'héritabilité du trait, et S est le différentiel de
sélection (i.e. la différence entre la moyenne de la population et la moyenne des parents
qui contribuent a la génération suivante ; Falconer et Mackay, 1996). La composante
génétique de cette €équation est 1'héritabilité 42 qui correspond au rapport de la variance

génétique additive sur la variance phénotypique.

L'équation de 1'¢leveur simple peut s'étendre a plusieurs traits corrélés. L'équation prend
alors en compte non seulement 1'héritabilité¢ de chaque trait, mais également le fait que
les génes qui contrélent chaque trait peut également influencer d'autres traits étudiés
(i.e. pléiotropie, déséquilibre de liaison). Ces influences sont mesurées grace aux
corrélations génétiques entre les traits. Ainsi dans le cas de deux traits corrélés X, ¥,

I'équation de I'éleveur étendue devient I'équation G :
R.=B.h+B,h g

ou R, est la réponse du trait X lorsque la sélection s'applique aux traits X et Y. Les
héritabilités de X et Y sont respectivement /2, h?, et rg est la corrélation génétique entre
les deux traits. Les équivalents multivariés du différentiel de sélection sont notés fx et
Py, et sont appelés les coefficients de sélection (ou gradients de sélection). Cette
équation de I'éleveur multivariée peut s'écrire de manicre matricielle : R = G.f ; ou R est
le vecteur réponse, G la matrice des variance-covariance génétiques, et f le vecteur
incluant les gradients de sélection. La matrice G est symétrique, avec comme ¢léments
sur la diagonale les variances génétiques, et en dehors les covariances génétiques

(Lynch et Walsh, 1998).
Cette matrice de variance-covariance génétique détermine les trajectoires évolutives des

traits soumis a la sélection (Roff, 2007). Elle peut notamment s'illustrer par les

compromis évolutifs (boite 3).
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Ainsi d'apres cette équation, plus la sélection sera forte, plus la réponse des traits soumis
sera grande®. Par conséquent pour une taille de population donnée, la réponse a la
s¢lection au fil des générations augmentera en diminuant la proportion d'individus
reproducteurs. Néanmoins, en diminuant cette proportion, la taille effective de la
population va diminuer, augmenter la dérive génétique et la consanguinité, et par

conséquent réduire le potentiel adaptatif de la population (Falconer et Mackay, 1996).

4 De méme, plus le trait sera héritable et plus sa réponse sera grande. En revanche, I'évolution sera
réduite pour deux traits corrélés génétiquement et sujets a des pressions de sélection antagonistes

(gradient de sélection de signe différent si la corrélation génétique est positive).
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Boite 3. Sélection et compromis entre les traits d'histoire de vie.

Lorsqu'ils sont soumis a la sélection naturelle les
traits d'histoire de vie évoluent vers une
optimisation de la fitness, selon une trajectoire
définie par des compromis ou trade-offs (Roff,
2007). Un compromis existe lorsqu'une
modification sur un trait entraine une
augmentation de fitness, et que de manicre
concomitante, la modification d'un autre trait
entraine une diminution de celle-ci. Ce terme de
compromis s'utilise pour décrire a la fois une
corrélation statistique entre les traits et/ou une
relation fonctionnelle.

En génétique quantitative, les compromis sont
considérés comme des covariances génétiques
négatives entre deux traits qui peuvent étre dues a
des effets pléiotropes, antagonistes, ou encore d'un
déséquilibre de liaison de plusieurs genes (Roff et
Fairbairn, 2007 ; Boivin, 2003).

D'un point de vue fonctionnel, le compromis peut
étre décrit selon un modele
d'acquisition/allocation, comme par exemple le
modeéle-Y de Van Noordwijk et De Jong (1986)
(pour une description de ce modele, voir Roff et
Fairbairn, 2007). La compréhension de ces
compromis fait 1'objet actuellement de nombreux
travaux de recherche en biologie évolutive, car si
leur role dans 1'évolution des traits d'histoire de
vie ne fait aucun doute, les bases théoriques et les
perspectives empiriques de leur évolution sont
encore peu explorées (Agosta et Klemens, 2009 ;

Roff, 2007 ; Roff et Fairbairn, 2007 ; Roff et al.,
2006 ; Prasad et Amitabh, 2003).

Les traits d'histoire de vie, tels que l'age de
maturité sexuelle, le temps de développement, la
fécondité, et la survie influencent directement la
fitness des individus. Néanmoins d'autres traits
contribuent également a la fitness, mais de fagon
indirecte (Roff, 2007). Par exemple, chez la
plupart des invertébrés, plantes et petits
mammiferes, la fécondité augmente avec la taille
du corps ; cette taille dépendant elle méme du
temps de développement (Woods et al., 2002).

Chez les dipteres, la taille du corps et le temps de
développement sont des traits  corrélés
positivement (Woods et al., 2002 ; Tokeshi et
Reinhardt, 1996 ; Xue et Ali, 1994). En effet, des
études en laboratoire sur la drosophile ont permis
de mettre en évidence lors d'expériences de
sélection artificielle une corrélation positive entre
la taille du corps et le temps de développement
(voir références dans Woods et al., 2002). Ainsi,
chez des lignées de Drosophila melanogaster
sélectionnées pour un temps de développement
court, la taille du corps a diminu¢. Inversement,
des lignée sélectionnées pour une taille de corps
élevée ont vu leur temps de développement
augmenter. Cette corrélation positive peut étre
considérée comme un compromis (Roff et
Fairbairn, 2007).
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2.3.5.S¢élection artificielle

La sélection artificielle se fait sur des populations composées d'individus sur lesquels
un ou plusieurs traits phénotypiques particuliers sont mesurés a chaque génération. A
partir de ces mesures, les individus d'une certaine fraction de la population —
généralement la fraction supérieure ou inférieure — sont sélectionnés comme
reproducteurs a chaque génération (Falconer et Mackay, 1996). Ce type de sélection
permet au manipulateur de choisir précisément le trait soumis a la sélection. S'en suivra
une modification graduelle du trait dont la vitesse et I'amplitude dépendront de son

héritabilité (4?) et de l'intensité de la sélection (S).

Par exemple, Luckinbill et Mc Clare (1985) ont réalisé une sélection expérimentale sur
Drosophila melanogaster pendant 29 générations. Deux lignées ont ainsi ¢été
sélectionnées selon la longévité des individus (courte et longue). Pour cela, les auteurs
ont permis a chaque génération la reproduction des adultes a des ages spécifiques

(précoce et tardif ; figure 2).
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Figure 2. Chez Drosophila melanogaster, (A) sélection pour une longévité courte par
sélection des individus se reproduisant précocement (partie hachurée); (B) Sélection
pour une longévité longue par sélection des individus se reproduisant tardivement, (C)

Evolution de la longévité selon les deux traitements (extrait modifié de Luckinbill et Mc
Clare, 1985).
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Une forte réponse a la sélection pour la reproduction tardive a été observée avec une
augmentation de la durée de vie des individus supérieure a 50% au bout de 21

générations.

De méme, Garland (2003) a réalisé sur des souris d'élevage une sélection artificielle, en
s¢lectionnant les individus selon leur activité journaliére (nombre de tours de roue par
jour) pendant 24 générations. Une augmentation graduelle de I'activité a été observée au
fil des générations chez les lignées sélectionnées (figure 3). Au cours de la sélection, les

individus ayant une faible activité ont été éliminés des lignées.
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Figure 3. Niveau d'activité (nombre de tours de roue par jour) de souris femelles issues

de lignées sélectionnées pour une activité élevée, et de lignées controles (extrait modifié

de Garland, 2003).
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2.3.6.Sélection naturelle en laboratoire

Lors d'une expérience de sélection naturelle en laboratoire, les populations sont
soumises a une altération de leur environnement susceptible d'entrainer une réponse
adaptative de la population’, en considérant qu'il existe une héritabilité significative
pour des traits pertinents (ex: traits d'histoire de vie). La sélection naturelle en
laboratoire peut étre considérée comme le meilleur plan expérimental pour comprendre

les mécanismes de la sélection naturelle (Reznick et Ghalambor, 2005).

Plusieurs expériences de sélection naturelle en laboratoire ont déja été réalisées dans le
but d'étudier 'acquisition de tolérance chez des populations d'insectes exposées a des

métaux lourds (tableau 2).

5 Dans le cas d'une exposition a des métaux, Posthuma et Van Straalen (1993) considérent qu'une

concentration > LOEC pour le trait étudié¢ peut entrainer une réponse adaptative de la population.
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Tableau 2. Exemples d'évolution expérimentale de populations soumises a un stress métallique pendant plusieurs générations.

Espece Origine des  Stress  Traitements Nombre de Traits étudiés Expériences Evolution des réponses Autre résultat Référence
individus geénération complémentaires
Drosophila Elevage de Tétra- - Contréle 25 - Fécondite Croisement des n.d. Milieu contaminé: Nassar,
melanogaster laboratoire  éthyle - 60 ug g’ de - Succes d'éclosion lignées apres 25 meilleure performance des 1979
(diptere) de Pb milieu (CL5y) - Viabilité des larves  générations, et populations pré exposées
comparaison des
performances en Milieu controle:
milieu controle et pas de cotit de tolérance pour les
en milieu populations pré exposées
contamine.
Drosophila  Population — Méthyle - Controle 12 Niveau de tolérance a Augmentation de la vitesse d'acquisition de la Magnusson
melanogaster constituée a  mercure - Contaminé la génération 3, 7, et tolérance au méthyle  tolérance proportionnelle a la et Ramel,
(diptere) partir de 4 (~CLsy)’ 12 (test de toxicité) mercure chez les pression de sélection 1986
souches plus - Contaminé populations exposées
ou moins (>CLsy)’
tolérantes au
mercure
Drosophila  Elevage de ~ Cd - Controle 20 - Survie des juvéniles Jardin commun n.d. Milieu contaminé: Shirley et
melanogaster laboratoire - 80 ug mL' de - Temps de apres 20 Meilleures performances des Sibly, 1999
(diptere) nourriture développement générations’: populations exposées:
- Poids des adultes - Environnement - Meilleur survie
- Fécondite controle - Temps de développement plus
- Environnement court
contaminé - Meilleure fécondité
- Adultes plus gros

Milieu contréle:

Meilleures performances des
populations controles:

- Meilleure fécondité

- Adultes plus gros



Espece Origine des ~ Stress  Traitements Nombre de  Traits étudiés Expériences Evolution des réponses Autre résultat Référence
individus génération complémentaires
Heterandria  Population — Cd - Controéle 6 - Mortalité au cours - Niveau de Augmentation de la Populations exposées: Xie et
formosa naturelle -6mg CdL’ de l'exposition toléerance au Cua  survie et de la - Co-tolérance au Cu Klerks,
(poisson) pendant 36 hrs - Mortalité post- la génération 2, 3,  tolérance des - Diminution de la résistance a la 2003
(CLsy) exposition et 6 (test de toxicité) populations exposées  température (Coiit de la tolérance
- Niveau de tolérance - Résistance a la au Cd)
a chaque génération  température
(test de toxicité)
Daphnia Population  Cd - Controéle 8 - Durée de vie Sur la 8 - Augmentation de la ~ Jardin commun: Ward et
magna de - CLs¢ - Taille des pontes génération: tolérance des - En conditions optimales: Robinson,
(crustacé) laboratoire - Temps de 1°* ponte - Jardin commun en populations exposées  différence de performance entre 2005
constituée - Taille de la 1°¢ conditions Jusqu'a la 6°™ les populations uniquement en
d’individus ponte optimales, et génération. terme de croissance (croissance
issus de 8 - Fécondité des stressantes - Diminution plus lente des populations
souches femelles (température significative de la exposées)
différentes - Taux de croissance  élevée; manque de  diversité génétique de - En conditions stressantes: pas de
de la population nourriture). la populations exposée différence de performance entre
- Taille des daphnies - Niveau de entre la premiere et la  les populations.
- Niveau de tolérance tolérance au Cu, derniere génération.
a chaque génération  Pb, phénol, et Tests de toxicité:
(test de toxicite) malathion (test de - Différence de tolérance entre les
- Diversite génétique  toxicité) populations uniquement au Cd et
des populations a la au Pb (populations pré-exposées
premiere et derniére au Cd plus tolérantes)
génération’
Chironomus  Elevage de  Tributyl - Contréle 11 - Survie - Niveau de - Augmentation de la Vogt et al.,
riparius laboratoire ~ -étain - 4,46 ug Sn kg’ - Taille des des tolérance au TBT  tolérance des 2007
(diptére) (TBT)  de sédiment sec adultes aux générations 3,  populations exposées,
(< CLsg) - Temps de 5,89, 10 (test de  significative a partir
développement toxicité) de la 9°™ génération.
- Fécondité des - Baisse de la diversité
femelle geénétique de la

- Taux de croissance
de la population

- Diversité génétique’
aux générations 0, 1,
3,56 80910, 11

population contréle.




Espece Origine des  Stress  Traitements Nombre de  Traits étudiés Expériences Evolution des réponses Autre résultat Réference
individus génération complémentaires
Chironomus — Elevage de — Cd - Controéle 9 - Survie des larves Niveau de tolérance - Diminution de la Au bout de 9 générations, Postma et
riparius laboratoire -1L9ugCdL’ - Temps de des populations survie des larves chez  différence de tolérance entre les ~ Davids,
(diptere) (NOEC) développement survivantes a la les populations populations contrdles et 17,9 ug 1995
-6,1 ug Cd L - Fécondité des neuvieme exposées Cd L' (populations pré-exposées
-17,9ug Cd L' femelles génération (testde - Augmentation de la  au Cd plus tolérantes)
(CLsg) - Taux de croissance  toxicité)’ fécondité des femelles

de la population

dans les traitements
6,1et179ugCdL"’
au cours des dernieres
générations

- Diminution du taux
de croissance de la
population dans tous
les traitements

n.d. : non disponible.

CLs, : Concentration entrainant 50% de mortalité.

NOEC : Derniére concentration testée n'ayant pas entrainé de différence significative avec le traitement contrdle (Non Observed Effect Concentration)

' Pour négliger l'influence d'éventuels effets maternels, la comparaison des performances des populations s'est faite sur la deuxiéme génération du

jardin commun (Shirley et Sibly, 1999).

*Diversité génétique estimée par AFLP (dmplified Fragment-Length Polymorphism) (Ward et Robinson, 2005).

3 Concentration recalculée pour chaque traitement a chaque génération grace a un test de toxicité (Magnusson et Ramel, 1986 ; Ward et Robinson,

2005).

* Diversité génétique mesurée par I'étude de la variabilité de marqueurs micro-satellites (Nowak et al., 2006 ; Vogt et al., 2007).

> Au cours de l'exposition multi-générationnelle, la forte mortalité a contribué a l'extinction des populations exposées a 1,9 et 17,9 ug Cd L'

respectivement a la 7™ et 9™ génération. Seuls les niveaux de tolérances des populations controles et exposées a 6,1 pg Cd L' ont été mesurées

(Postma et Davids, 1995).



Chez Drosophila melanogaster, Nassar (1979) a mis en évidence apres 25 générations
d'exposition a une concentration de tétra-é¢thyle de plomb entrainant 50% de mortalité
chez les larves, une amélioration de la fitness moyenne et de ses composantes
(fécondité, éclosion, viabilité) chez des individus issus de la population exposée par
rapport & la population contréle. Pour expliquer cette amélioration de la fitness
moyenne, l'auteur propose I'hypothése suivante : a cause du stress induit par le tétra
¢thyle de plomb, la sélection ne s'est pas faite sur les geénes controlant la fécondité et
I'éclosion, mais plutdt sur des génes conférant une tolérance au tétra éthyle de plomb,

avec des effets corrélés sur ces traits d'histoire de vie.

De méme, Magnusson et Ramel (1986) ont étudi¢ 'acquisition de tolérance au méthyle
mercure de populations de Drosophila melanogaster. A partir d'une population issue de
quatre lignées de drosophiles tolérantes au méthyle mercure, une expérience de
sélection a été conduite sur douze générations. Trois niveaux de pression de sélection
ont été testés — une pression nulle, une pression forte (exposition a une concentration en
méthyle mercure entrainant 50% de mortalité), et une pression tres forte (> 50% de
mortalité). Les résultats ont mis en évidence chez les populations exposées au méthyle
mercure une rapide augmentation au cours des douze générations de la tolérance. De
plus, cette réponse a été proportionnelle a la pression de sélection, la population la plus
tolérante aprés douze générations étant celle soumise a la plus forte pression de
sélection (Magnusson et Ramel, 1986). Notons qu'au cours de l'expérience, avec
I'augmentation de tolérance des populations et afin de maintenir des pressions de
s¢lection constantes au fil des générations, les auteurs ont augmenté graduellement la
concentration en méthyle mercure présent dans le milieu (Magnusson et Ramel, 1986).
D'autres part, I'assimilation et 1'excrétion de méthyle mercure ont été mesurées par
scintillation liquide a l'aide de l'isotope radioactif ***Hg, chez des individus des
populations controles et soumises a la plus forte pression de sélection au bout des douze
générations. La population controle exhibait une plus grande assimilation de méthyle
mercure que la population soumise a la plus forte sélection. En revanche, les taux

d'excrétion ¢étaient identiques dans les différentes populations. Cette étude a ainsi permis
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de mettre en évidence au bout de douze générations des différences de tolérance et

d'assimilation du méthyle mercure entre les trois populations.

Lors d'une expérience de sélection naturelle en laboratoire, Shirley et Sibly (1999) ont
exposé pendant 20 générations des populations de Drosophila melanogaster a un milieu
contaminé ou non au Cd. Les lignées exposées au milieu contaminé ont développé au
cours des 20 générations une tolérance au Cd. Les analyses de croisements entre les
lignées ont permis d'étudier la base génétique de cette tolérance. Au vue de ces résultats,
les auteurs ont suggéré la production de métallothionéines comme probable voie
métabolique. L'un des mécanismes génétiques connus de la tolérance peut étre alors la
duplication des génes. Maroni ef al. (1987) ont en effet constaté a partir d'échantillons
de populations naturelles de Drosophila melanogaster prélevés sur les quatre continents
que les larves porteuses de plusieurs copies de géne codant pour des métallothionéines
synthétisaient plus d'ARN « métallothionéine », ceci leur conférant une plus grande

tolérance au Cd et au Cu par rapport au larves porteuse d'une seule copie.

Xie et Klerks (2003) ont expos¢ durant six générations successives des populations du
poisson gambusie (Heterandria formosa) a une concentration de Cd correspondant a la
CL50,72h. A chaque génération, une série de tests de toxicité aigu€ réalisée sur les
juvéniles a révélé chez la lignée pré-exposée une augmentation graduelle de la tolérance
au Cd au cours des six générations, tolérance devenant significativement différente a
celle de la population controle des la seconde génération. Ainsi au bout de six
générations, les poissons de la population pré-exposée vivaient trois fois plus longtemps

en présence de Cd que ceux de la population controle.

De méme Ward et Robinson (2005) ont réalis¢é une expérience de sélection en
laboratoire sur des populations de Daphnia magna exposées au Cd pendant huit
générations. Les auteurs ont alors mis en évidence chez les populations devenues
tolérantes, des daphnies plus petites, une baisse significative de la diversité¢ génétique,

ainsi qu'une plus grande sensibilité a d'autres toxiques par rapport aux controles.
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Vogt et al. (2007), en étudiant les effets multi-générationnels du tributylétain (TBT) sur
Chironomus riparius ont ¢€galement mesuré une augmentation significative de la
tolérance au TBT chez les populations pré-exposées, au bout de 9 générations. En effet,
les tests de toxicité aigué réalisés sur les larves ont indiqué des CL50 similaires pour les
deux populations a la troisiéme, cinquieme et huitiéme génération. En revanche, a la
neuvieme et dixieme génération, la CL50 de la population pré exposée au TBT a été
plus ¢élevée que celle de la population contrdle. Notons que le suivi des traits d'histoire
de vie n'a pas permis de relier cette acquisition de tolérance avec une amélioration de la

fitness moyenne des individus.

Enfin, Postma et Davids (1995) ont soumis une population d'¢levage de Chironomus
riparius a différentes concentrations en Cd pendant neuf générations consécutives. Les
auteurs ont observé chez les populations exposées au Cd une modification au fil des
générations de certains traits d'histoire de vie, tels que la survie (diminution de la survie
des larves dans certaines conditions au point d'avoir une extinction), le temps de
développement (augmentation lors des dernieres générations) et la fécondité des
femelles (augmentation du nombre d'ceufs par masse pondue). L'exposition au Cd aurait
entrainé une pression de sélection qui aurait conduit au bout de neuf générations a une
augmentation de tolérance des populations pré-exposées, tolérance mise en évidence par

un test de croissance (Postma et Davids, 1995).

Ainsi, I'ensemble des résultats présentés souligne la forte pression de s€lection causée
par la présence de métaux lourds dans l'environnement, qui peut conduire a une
modification des traits d'histoire de vie au fil des générations, et une augmentation de la
tolérance (Posthuma et Van Straalen, 1993). La rapidité de 1'acquisition (de 'ordre de 10
générations) révele également la forte pression induite par la présence de métaux a des

concentrations stressantes.
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2.4.Conclusion

Les perturbations d'origine anthropique sont généralement considérées comme des
moteurs puissants de 1'évolution. Au deld d'une certaine concentration dans le milieu, la
présence de métaux peut induire sur les populations présentes un stress. Les
conséquences a court terme vont €tre une réduction de la fitness des individus. Pour
compenser cette réduction, des mécanismes adaptatifs sont susceptibles de se mettre en
place sur plusieurs générations (acclimatation et/ou adaptation). Pour plusieurs métaux,
des études ont d'ailleurs démontré des adaptations locales chez des populations
naturelles. Cependant, d'un point de vue mécaniste, peu de données sont disponibles sur
le role des métaux en tant que moteur de la sélection. En effet, si l'acquisition de
tolérance a déja été observée lors d'expériences de sélection en laboratoire, trés peu
d'entre elles ont permis de relier cette acquisition a la concentration d'exposition, ainsi

qu'a I'évolution de la fitness moyenne des individus au fil des générations.

Le choix d'une approche combinant a la fois une démarche d'évolution expérimentale
suivie d'une approche comparative permettrait de répondre & un grand nombre de
questions sur le role de la présence de métaux lourds dans la sélection naturelle, les
mécanismes adaptatifs mis en place par les populations exposées, et les conséquences
pour celles-ci. L'exposition d'une méme population a différents scénarios d'exposition,
lors d'expériences multi-générationnelles en conditions controlées, permettrait de relier
l'acquisition de tolérance a travers le suivi des traits d'histoire de vie , a la concentration
présente dans le milieu. Ainsi, on s'attend au cours des générations a observer une
diminution progressive de la toxicité du métal, I'acquisition de tolérance entrainant alors

une amélioration des performances des populations.
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3.L'uranium dans les écosystemes aquatiques

L’uranium est un métal lourd, présent naturellement dans 1’environnement, que 1’on
trouve sous diverses formes chimiques dans les sols, les eaux continentales, les océans,

I’atmosphere et dans les organismes vivants.

3.1.Propriétés chimiques et physiques

L’uranium appartient au groupe des actinides. C’est le dernier élément naturel du
tableau périodique de Mendeleiev, donc le plus lourd. I1 posséde dix sept isotopes, tous
radioactifs, émetteurs de particules alpha, ainsi que d’un faible rayonnement

¢lectromagnétique (X et gamma).

A D’état pur, ’uranium est un métal caractérisé par une trés forte densité (19 g cm™),
ainsi qu’une grande pyrophoricité, c’est a dire la capacité a s’enflammer au contact de

I’air quand il est sous forme de microparticules.

L’¢lément uranium se retrouve toujours associ¢ a d’autres ¢léments tels que 1’oxygene,
I’azote, le soufre, ou le carbone. On le retrouve par exemple en combinaison avec
I’oxygene dans 'uranite et la pechblende, les principaux minerais d’uranium, constitués
d’oxyde uraneux (UQ,). Enfin les ions uranyles (UO,*") se dissolvent trés bien dans la

plupart des acides en donnant des sels d’uranyle tels que le nitrate d’uranyle.
L’uranium naturel est composé d’un mélange de trois isotopes, ***U, **°U, **U, dont les

proportions sont pratiquement toujours les mémes, quel que soit le milieu et sa teneur en

uranium (tableau 3).
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Tableau 3. Abondances, radioactivités, périodes, et activités des trois isotopes de

["uranium naturel (d'apres Colle et al., 2001).

Abondance Radioactivité  Période (années) Activité spécifique (Bq
relative en relative (%) g’)
masse (%)

2y 99,27 48,9 4,510° 1,2 10

Uy 0,72 2,2 7,1 10° 8,010

U 0,01 48,9 2,44 10° 2,310°
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L'uranium utilisé comme combustible nucléaire est enrichi en **°U. C'est le seul isotope
naturel fissible, donc capable d’entretenir une réaction en chaine. Apres séparation de la
fraction enrichie, le métal restant est appelé uranium appauvri. Sa radioactivité

correspond a 60% de celle de I’uranium naturel (Mitchell et al., 2005).

3.1.1.0rigine et répartition

En moyenne, la crolite terrestre contient 2,8 ppm d’uranium, ce qui en fait le 49°™
¢lément le plus abondant. L’uranium se concentre surtout dans certains granites (4 ppm)
et certaines roches sédimentaires (2 ppm). Les gisements se forment le long de
discontinuités géologiques, ou 1’on trouve de I'uranium dans de nombreuses roches
(minerai a 0,1%, 1000 ppm). Cependant, il existe en quantité importante (20000 ppm)
dans certaines roches (minerai a 2%) comme la pechblende et la carnotite (Ragnarsdottir

et Charlet, 2000).

L’uranium se retrouve également sous forme de poussiéres atmosphériques et sous
forme dissoute. L’eau de mer en contient environ quatre milliards de tonnes représentant
ainsi son plus grand réservoir mondial. Les principaux fleuves mondiaux contiennent en
moyenne 0,35 pg U L. Mais la concentration dans les eaux douces varie de 0,01 a 6,60
ug U L' selon le temps de contact avec des strates rocheuses contenant de 1’uranium, le
taux d’évaporation et la disponibilité d’agents ioniques complexants (Windom et al.,
2000 ; Markich, 2002). Dans les estuaires, les concentrations en uranium augmentent
généralement de fagon linéaire avec le gradient de salinité, jusqu’a atteindre une
concentration de 3,0 ug U L dans ’eau de mer (Windom et al., 2000). Bien que
I'uranium se comporte de fagon conservative pendant le mélange estuarien, il peut aussi
avoir un comportement non conservatif ou l'uranium peut étre piégé ou relargué par le
sédiment (Windom et al., 2000). Dans les sédiments aquatiques, la concentration peut

varier entre 0,5 et 5,0 pg U g, avec une moyenne a 3,0 pg U g (Markich, 2002).

Les valeurs référencées dans ce paragraphe pour les eaux et les sédiments continentaux
correspondent au bruit de fond géochimique naturel pour les écosystémes aquatiques

qui ne se situent pas dans des terrains particuliérement riches en uranium ou qui ne sont
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pas contaminés. Ce qui peut étre le cas autour de sites miniers ou des sites de fabrication
d'armes nucléaires. En effet, des valeurs cent voir mille fois supérieures ont été relevées
dans certains de ces sites (Neame et al., 1982 ; Lozano et al., 2002 ; Landa, 2004 ;
Mitchell et al., 2005).

3.2.0rigine et comportement de [Puranium dans les

écosystémes aquatiques continentaux

3.2.1.0rigine de ID'uranium dans les écosystemes aquatiques
continentaux

Les écosystémes aquatiques continentaux sont des ¢€cosystémes particulieérement
exposés a la contamination par l'uranium et par les métaux en général. Ils constituent en
effet des sites d'accumulation des polluants, de par leur role de réceptacle des eaux de
pluie, des eaux de drainage, des eaux usées et des rejets industriels et agricoles.
L'utilisation de l'uranium par 'homme depuis les années 1920, en tant que combustible
nucléaire et pour la fabrication d'armes militaires, a conduit a une contamination des
milieux naturels dans de nombreux sites a travers le monde. A cela il faut rajouter une
contamination plus discrete, liée au relargage de quantités traces d'uranium venant de (i)
la combustion du charbon qui relargue dans l'atmosphére divers radionucléides ; (ii)
l'usage agricole d'engrais phosphatés naturellement riche en uranium ; (iii) toutes les
applications militaires, scientifiques et médicales de I'uranium appauvri vues

précédemment (Markich, 2002).

Dans les eaux de surface, une des caractéristiques les plus importantes de 1'uranium est,
comme d'autres métaux lourds, sa distribution entre les phases particulaires, colloidales
et dissoutes (Markich, 2002). Cette distribution est gouvernée par la solubilité¢ de
I'uranium et son affinité pour les particules qui dépendent du pH, du potentiel

d'oxydoréduction, ou de la concentration en différents ligands (boite 4).
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Boite 4. Spéciation de ['uranium dans les eaux de surface et dans les sédiments

superficiels.

Dans les eaux de surface

D'un point de vue strictement chimique, ['uranium
peut exister a plusieurs états d'oxydation, allant de
(+1I) a (+VI), les formes les plus stables étant
U(+1IV) en milieu réducteur et U(+VI) en milieu
oxydant. La spéciation de [l'uranium est
principalement liée aux valeurs du pH et du
potentiel d'oxydoréduction Eh (Langmuir, 1978).
Elle dépend aussi fortement de nombreux autres
parameétres physico-chimiques comme l'alcalinité,
la pression partielle de CO,, la force ionique, la
teneur en matiére organique (Ragnarsdottir et
Charlet, 2000 ; Markich, 2002 ; Denison, 2004),
ainsi que l'activit¢ microbienne (Lovley et al.,
1991).

L'adsorption joue €galement un role-clé dans la
distribution de l'uranium au sein des écosystémes
aquatiques (Curtis et al., 2004). En effet, cette
adsorption particulaire, sur des minéraux et sur de
la matiére organique, réduit la mobilit¢ de
l'uranium. On considére que cette adsorption
particulaire augmente avec le pH jusqu'a un seuil,
qui dépend de la concentration en uranium, en
adsorbant, en ions en compétition (ex:
carbonates), en agents chélateurs, et a la force
ionique (Ragnarsdottir et Charlet, 2000).

Globalement les formes uranyles UO,*" sont les
formes les plus solubles, donc les plus mobiles de
I'uranium. Pour ces raisons, elles sont souvent
considérées comme les plus biodisponibles. Ces
caractéristiques font que leur présence dans les
écosystémes constitue un risque potentiel pour les
biocénoses (Colle ef al., 2001).

Dans les sédiments superficiels

Dans les milieux d'eau douce, la colonne d'eau est
généralement oxique. L'uranium peut arriver a
l'interface eau/sédiment, soit sous une forme
dissoute (ion uranyle ou complexé), soit li¢ a la
matiére en suspension qui sédimente. Dans le
premier cas, il va alors diffuser dans le sédiment.
Dans le second cas, comme les autres métaux,
I'uranium peut étre (i) intégré dans la structure
cristalline des minéraux, (ii) intégré a la maticre
organique (féces, débris animaux et végétaux),
(iii) précipité ou co-précipité, ou (iv) adsorbé sur
des particules. Au cours de son incorporation dans
le sédiment, l'uranium va subir des
transformations biogéochimiques (ex:
complexation/dissociation ; oxydation/réduction ;
adsorption/désorption ; dissolution/précipitation)
qui vont jouer sur ses transferts entre les différents
compartiments biotiques et abiotiques (Markich,
2002).

Dans la zone oxique du sédiment, l'uranium est
sous la forme uranyle. Plus bas dans la colonne
sédimentaire, le milieu devenant de plus en plus
réducteur, 1'uranium va étre réduit en U(+1V) et va
tendre a s'accumuler et étre immobilisé dans les
couches les plus profondes par précipitation et par
adsorption sur des sulfures ou sur des minéraux
authigenes (Lovley et al., 2004). Ce processus de
réduction peut également étre réalis¢ de fagon
biotique par des bactéries métallo-réductrices
(Lovley et al, 1991). Cependant, des
perturbations peuvent survenir et modifier cette
stratification verticale (ex: remise en suspension
lors de crues, bioturbation). L'uranium peut étre
ainsi de nouveau oxydé, et étre par conséquent
resolubilisé et remobilisé vers 1'eau interstitielle et
la colonne d'eau.
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3.2.2.Contamination du sédiment

Malgré la forte solubilité de I'uranium dans les eaux de surfaces, ce sont les sédiments
qui présentent les plus fortes concentrations dans les écosystémes aquatiques
continentaux (Hynes, 1990). Compte tenu de son comportement biogéochimique dans
les sédiments (réduction vers une forme U(IV) peu soluble ; boite 4), I'uranium tend
comme la plupart des métaux, a s'accumuler dans ce compartiment (Ribera et al., 1996).
Si le bruit de fond biogéochimique naturel dans les sédiments d'eau douce est estimé
inférieur a 10 ug U g' poids sec, des valeurs bien supérieures ont été relevées dans

différents sédiments impactés par 'activité miniere actuelle ou passée (tableau 4).
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Tableau 4. Tableau non exhaustif des concentrations en uranium considérées comme

naturelles (sites non impactés) en comparaison avec des concentrations maximales

relevées a proximité de mines d'uranium (sites impactés)(d'apres Lagauzere, 2008).

[U] ng U g poids sec

Références

Pays

Sites non impactés

Albanie 0,65 -2,18
Algérie 0,89 -2,02
France 0,73 -5,00
Italie 3,39-5,65
Turquie 1,29 -9,11

Tsabaris et al., 2007
Benamar et al., 1997
Lambrechts et al., 1992
Doretti et al., 1992
Kurnaz et al., 2007

Sites impactés (valeurs maximales)

Canada 110
Australie 450
Espagne 810
Canada ~1000
Canada ~3000
France 5160
Canada 5650
Canada 18000

Swanson, 1985
Lottermoser et al., 2005
Lozano et al., 2002

Mc Kee et al., 1987
Joshi et al., 1989
IRSN, 2007

Neame et al., 1982
Hart et al., 1986
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Dans ce dernier cas, c'est essentiellement au niveau des sédiments que se manifeste
encore l'influence miniere, les eaux surnageantes ne présentant plus de teneurs en

uranium remarquables aprés quelques années.

Par exemple, un rapport récent de I'IRSN (2007), constituant une expertise de I'impact
d'une ancienne mine d'uranium exploitée par AREVA dans le limousin jusqu'en 1995,
montre que dans le sédiment des cours d'eau et étangs en amont du site, les
concentrations en uranium sont comprises entre 2,4 et 122 pug U g poids sec tandis
qu'elles atteignent des valeurs maximales de 13, 81, 444, et 5160 pg U g poids sec
respectivement dans les ruisseaux, rivieres, lacs et étangs en aval de la mine. En
revanche, les eaux de surface ne présentent plus de marquage significatif de 1'impact

minier, soit douze ans apres la fin d'exploitation.

3.3.Toxicité de I’uranium vis a vis des invertébrés benthiques

L'uranium naturel présente essentiellement une chimiotoxicité pour les organismes
aquatiques, du fait de sa trés faible activité spécifique (2,53.10* Bq g U), ainsi que la
faible pénétration des particules alpha. Ainsi sa radiotoxicité par exposition externe peut

étre considérée comme faible (Kuhne ef al., 2002)°.

La toxicit¢ de l'uranium va dépendre directement de sa biodisponibilité pour les
organismes vivants. Comme vu précédemment, celle-ci serait principalement liée a sa
spéciation chimique, la forme uranyle présentant a priori le plus grand risque pour les
biocénoses (Colle et al., 2001). A 1'heure actuelle, un certain nombre de travaux portent
sur I'amélioration des prédictions des interactions entre la spéciation, la biodisponibilité
de l'uranium, et sa toxicité vis a vis des especes aquatiques notamment. De fagon
globale, la toxicité de l'uranium diminue avec l'augmentation du pH, de la dureté, de
l'alcalinité, et de la présence de ligands organiques dans les phases aqueuses (Ribera et

al., 1996 ; Labrot et al., 1999 ; Franklin ef al., 2000 ; Markich et al., 2000 ; Markich,

6 Cependant, sa radiotoxicité ne doit pas étre négligée en cas d'internalisation, les particules alpha tres
énergétiques pouvant alors occasionner des dommages aux cellules et a 'ADN (Thomas et al., 2001;

Kuhne ef al., 2002).
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2002 ; Charles et al., 2002 ; Denison, 2004 ; Sheppard et al., 2005). Cette diminution de
toxicité reposerait sur une diminution de la biodisponibilité par compétition de l'ion
uranyle avec les especes cationiques, notamment les protons présents dans l'eau (pour

une revue, voir Markich, 2002).

Les macro-invertébrés dulgaquicoles colonisent, parfois avec des densités trés
importantes, les sédiments superficiels. Or ces organismes, de par leur position dans le
réseau trophique (consommateurs primaires ou secondaires, proies) et leur activité de
bioturbation, ont un role majeur dans la structure et le fonctionnement des écosystémes
aquatiques continentaux. Leur présence dans des sédiments contaminés a l'uranium fait
qu'ils sont susceptibles de subir des effets toxiques de l'uranium présent dans le

compartiment sédimentaire et/ou la colonne d'eau.

Jusqu'a présent, trés peu de données existent sur I'écotoxicité de sédiment contaminé a

l'uranium vis a vis des macro-invertébrés benthiques (tableau 5).
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Tableau 5. Syntheése des études écotoxicologiques publiées concernant la toxicité d'un sédiment contaminé a l'uranium vis a vis des invertébrés

benthiques.
Espece U Source de Nature du Durée Critere d'effet ~ Mesures Valeur en Valeur pH de Dureté  de Alcalinité de Référence
contamination sédiment d'exposition [Uleau  [U]sédimen [l'eau l'eau (mg L' l'eau (mg L’
mg L’ tugg’ de CaC0O;)  de CaCOs)
Hyalella Unawer  Sédiment Naturel 14 jours Mortalité NOEC nd. n.d. nd.  nd. n.d. BEAK
azteca (juvéniles) LOEC 6,1 International
CL20 15 Incorporated,
CL50 57 1998
Mortalité NOEC nd. 250
(adultes) LOEC 710
CL20 116
CL50 436
Hyalella Ui Sédiment Naturel 28 jours Mortalité CL50 0,01 4,61 6,91 n.d. n.d. Alves et al.,
azteca (juvéniles) 0,05 6,51 7,16 2008
0,04 9,33 7,23
0,20 10,74 7,58
0,13 5,29 7,97
0,66 12,79 7,93
>0,71 >14,08 8,00
Mortalité CL50 0,04 5,54 6,91
(adultes) 0,02 5,54 7,16
0,03 5,54 7,23
0,05 5,70 7,58
0,09 11,31 7,97
1,04 9,54 7,93
2,07 13,13 8,00



Croissance
(juvéniles)

Tubifex Unawer  Sédiment Naturel 12 jours Mortalité
tubifex

Autotomie

Biomasse

Chironomus  Uurer  Sédiment Artificiel 10 jours Mortalité
riparius

Temps de
développement

Croissance

CE25

NOEC
LOEC
CL50

NOEC
LOEC
CE50

NOEC
LOEC

NOEC
LOEC
CL20
CL50

NOEC
LOEC

NOEC
LOEC

0,01
0,02
0,03
0,06
0,04
0,59
0,26

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

248
599
2910

1297
3340
3580

1297
3340

2,97
6,07
2,49
5,30

2,97
6,07

2,97

6,91
7,16
7,23
7,58
7,97
7,93
8,00

800 152 n.d. Terrail et al.,
2008

[6,75- Nd n.d. Dias et al,
7,76] 2008

n.d. : non disponible.

NOEC (Non Observable Effect Concentration) : concentration la plus forte pour laquelle on ne détecte aucun effet significatif du traitement.

LOEC (Lowest Observable Effect Concentration) : concentration la plus faible pour laquelle on détecte un effet significatif du traitement.

CLx : concentration pour laquelle on observe X% de mortalité.

CEx : concentration pour laquelle on observe X% d'effet.



En 2005, Sheppard et al. ont réalisé¢ une synthése des données écotoxiques sur 1'uranium
disponibles dans la littérature, dans le but de calculer pour chaque type d'espéce, autres
que I'étre humain (plantes et autres especes terrestres, plantes aquatiques, organismes
aquatiques pélagiques et invertébrés benthiques) une valeur de PNEC (Predicted Non
Effect Concentration). Concernant 1'écotoxicit¢é de l'uranium contenu dans des
sédiments vis-a-vis des macro-invertébrés benthiques, seules trois études ont été
répertoriées (BEAK International Incorporated, 1998 ; Liber, 2010 in preparation ;
Thompson et al., 2005).

La premiere étude concernait le taux de survie chez I'amphipode épi-benthique Hyalella
azteca apres 14 jours d'exposition a un sédiment naturel contaminé artificiellement a
l'uranium (BEAK International Incorporated, 1998). Les valeurs de CL50
(concentration provoquant 50% de mortalité) calculées étaient pour les juvéniles et les

adultes, respectivement de 57 et 436 pug U g™ de sédiment (poids sec).

Dans un autre travail, des larves de Hyalella azteca et de Chironomus tentans ont été
exposées pendant dix jours a un sédiment naturel contaminé essentiellement a 1'uranium
(Liber, 2010 in preparation). La toxicité du sédiment a été évaluée par la mesure de
croissance en comparaison a un sédiment témoin, et a permis de mettre en évidence
pour le sédiment contaminé a 512 pg U g de sédiment (poids sec) une inhibition de

croissance pour H. azteca, et C. tentans respectivement de 48% et 68%.

Enfin, la troisi¢me étude portait sur une évaluation de la toxicité de 1'uranium a partir de
données de terrain (Thompson et al., 2005). Pour I'estimation de la toxicité de [’'uranium
présent dans le compartiment sédimentaire, vis-a-vis des invertébrés benthiques, devant
I’insuffisance de données écotoxicologiques, les auteurs ont déterminé des «
concentrations de dépistage », qui correspondent a une estimation de la concentration
maximale d’un contaminant qui peut étre tolérée par une proportion donnée d’especes
benthiques. A partir de données de surveillance environnementale de sites miniers
uraniferes au Canada (i.e. concentration en uranium dans des sédiments et données sur

les communautés d’invertébrés benthiques), la dose minimale ayant un effet (DME)
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ainsi que le niveau d’effet grave (NEG) ont été calculés. En se basant sur des données
récoltées dans le nord du Saskatchewan et les régions d’Elliot Lake et Bancroft
(Ontario, Canada), les auteurs ont calcul¢ des DME et des NEG, puis fixé une valeur
estimée sans effet observé de 104 pg U g poids sec. C'est a partir de cette valeur que
Sheppard et al. (2005) ont déterminé une PNEC sédiment de 100 pg U g (poids sec)

pour les invertébrés benthiques.

Depuis la revue de Sheppard et al. (2005), d'autres études sont venues apporter de
nouveaux ¢léments quant a la toxicité d'un sédiment contaminé a l'uranium sur les
macro-invertébrés benthiques. Dias ef al. (2008) ont réalisé un bioessai de dix jours sur
des larves de Chironomus riparius exposées a un sédiment artificiel contaminé a
l'uranium. Des effets significatifs sur la survie, le temps de développement et la
croissance ont ét¢ détectés a de trés faibles concentrations, respectivement 6,07 (CL50 =
5,30 ug U g poids sec), 6,07, et 2,97 ug U g™ poids sec. De tels niveaux de toxicité ont
¢galement ¢té mesurés chez Hyalella azteca, placées dans différentes qualités d'eau et
de sédiment, avec des CL50s aprés 28 jours d'exposition inférieures a 15 ug U g™ poids
(Alves et al., 2008). Ces valeurs sont trés en deca de la valeur de PNEC calculé par
Sheppard et al. (2005).

Notons enfin les travaux de Terrail et al. (2008) sur une espece d'oligocheéte trés polluo-
résistante, Tubifex tubifex, qui aprés 12 jours d'exposition montrent des effets toxiques
pour des concentration supérieures a 599 pg U g poids sec (CL50 = 2910 pg U g

poids sec).

L'ensemble de ces résultats confirment la grande variabilité des réponses d'écotoxicité
de l'uranium présent dans le sédiment selon les conditions, et les especes de macro
invertébrés benthiques considérées. Cependant, elles démontrent que des concentrations
en uranium environnementalement réalistes peuvent engendrer des effets toxiques. Des
¢tudes in situ ont d'ailleurs mis en évidence cette ecotoxicité (Kuhne et al., 2002 ; Peck
et al., 2002 ; Antunes et al., 2007). Notons que pour la plupart de ces études, a de rares

exceptions, c'est la mortalité qui a été utilisée comme critére d'écotoxicité. Or comme le
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démontre les travaux de Dias ef al. (2008), ainsi que ceux de Terrail et al. (2008),
l'utilisation de critéres subléthaux (ex : croissance, malformations, temps de
développement), généralement plus sensibles, permettraient une meilleure
compréhension, et par conséquent une meilleure évaluation du risque lié a 1'exposition
des macro invertébrés benthiques a des sédiments contaminés a I'uranium. D'autant plus
qu'il est connu que tout effet négatif sur certains de ces critéres subléthaux peut avoir de

grandes conséquences sur la dynamique de population (Forbes et al., 2001).
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Objectifs

L'uranium est un métal qui peut s'accumuler et persister en forte quantit¢ dans les

¢cosystémes aquatiques, en particulier dans le compartiment sédimentaire. Les
invertébrés benthiques sont donc particulierement exposés a ses effets potentiellement
toxiques. En réponse a un tel stress, la mise en place de mécanismes adaptatifs se
traduirait par un maintien de la fitness de la population dans les nouvelles conditions de
milieu. En l'absence de réponse adaptative, la population pourrait tout simplement
s'éteindre. Comme déja démontré sur d'autres métaux, l'uranium peut donc représenter

un facteur élevé de sélection naturelle a un niveau local.

Dans ce contexte, l'objectif de ma theése a été d'étudier la réponse adaptative d'une
population d'invertébré benthique (Chironomus riparius) exposée a un sédiment

contaminé a l'uranium.

Pour cela, quatre expériences ont ¢té réalisées afin de répondre a quatre objectifs
spécifiques.

Objectif 1 : Caractériser les effets d'une exposition a un sédiment contaminé a
I'uranium sur la survie, la croissance et le développement des larves.

L'é¢tude des réponses adaptatives d'une population exposée a un toxique implique des
conditions stressantes. La toxicit¢ de l'uranium est fortement influencée par les
conditions physico-chimiques du milieu. Par conséquent, il est nécessaire en premier
lieu de déterminer les concentrations sublétales induisant une toxicité suffisante pour
entrainer une diminution significative de la fitness des individus sans néanmoins

engendrer une trop forte mortalité (< 50%).

Ainsi un bioessai de sept jours a été réalis¢ sur des larves de Chironomus riparius
exposées a un sédiment contaminé a l'uranium (c.f. Expérience 1: Effets de I'uranium

sur les larves de chironome, p.64). Au cours de ce bioessai, différents traits
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phénotypiques ont été mesurés sur les larves (survie, temps de développement, taille,
malformations) afin de déterminer des seuils de toxicité. Dans le cas d'une exposition a
des métaux, une concentration > LOEC (concentration la plus basse pour laquelle un
effet significatif a été observé), pour le trait étudié, peut entralner une réponse

adaptative de la population (pour une revue, voir Posthuma et Van Straalen, 1993).

Ces différents seuils de toxicité obtenus selon les traits phénotypiques mesurés ont servi

a fixer la gamme de concentrations qui a été utilisée lors de I'expérience suivante.

Objectif 2 : Etudier les réponses adaptatives d'une population soumise pendant
plusieurs générations a un sédiment contaminé a différentes concentrations en
uranium.

Notre hypothése est que I’intensité de sélection induite par I'uranium est proportionnelle
a sa concentration dans le milieu. Plus la concentration en uranium sera ¢levée, plus la

réponse des traits soumis a la sélection sera grande.

Pour cela, nous avons réalisé une expérience de sélection naturelle en laboratoire (c.f-
Expérience 2: Modifications phénotypiques d'une population exposée a l'uranium
pendant huit générations, p.97). Des populations de méme origine ont été exposées a
différentes concentrations d'uranium. Plusieurs traits phénotypiques — principalement
des traits d'histoire de vie — ont été mesurés sur les adultes a chaque génération. Dans un
premier temps, les résultats obtenus lors de la premiére génération ont permis de
caractériser les effets de l'uranium au niveau des adultes. Dans un second temps, la
réponse adaptative a été quantifiée grace au suivi des modifications phénotypiques au fil

des générations.

Si l'uranium joue un role important dans la sélection, agissant sur les populations
exposées — sélection de nature forte et directionnelle — et qu'au sein de nos populations
il existe des différences de tolérance génétiques, des mécanismes adaptatifs devraient
conduire a une amélioration progressive de la fitness moyenne des individus au fil des

générations, par sélection des individus les plus tolérants.
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Objectif 3: Evaluer le niveau de tolérance a I'uranium des populations aprés
plusieurs générations d'exposition.

Comme décrit précédemment, la sélection par les métaux lourds est considérée comme
directionnelle, continue et forte. En réponse a cette sélection, les populations exposées

sont susceptibles de voir leur niveau de tolérance moyen a l'uranium augmenter.

Au cours de l'expérience 2, nous avons pu comparer la réponse adaptative des
populations en fonction de la concentration d'exposition. Nous avions pos¢ comme
hypotheése que l'intensité de sélection, induite par l'uranium, était proportionnelle a la
concentration d'exposition, et qu'elle favoriserait les individus les plus tolérants. Ainsi,
nous avons testé une autre hypothése : a la sixiéme génération, les individus sont
d'autant plus tolérants a l'uranium, que les concentrations d'exposition en uranium des

générations précédentes sont importantes.

Afin de relier les modifications phénotypiques mesurées lors de l'expérience 2 a
l'acquisition de tolérance chez les populations exposées a l'uranium, le niveau de
tolérance des individus de la sixieme génération a été évalué a I'aide d'un test de toxicité
aigiie a I'uranium (c.f. Expérience 3: conséquences d'une pré exposition a I'uranium sur
le niveau de tolérance d'une population de Chironomus riparius, p. 187). La mise en

¢vidence d'une acquisition de tolérance serait la preuve du réle majeur de I'uranium dans

la sélection survenue lors de 'expérience 2.

Objectif 4: Mettre en évidence des divergences génétiques entre les populations de
I'expérience 2 aprés six générations d'exposition a un sédiment contaminé a
I'uranium.

Dans I'hypothése ou une sélection directionnelle et forte s'est opérée sur les populations
exposées a l'uranium, les pressions de sélection ont été différentes entre le traitement
contréle et les traitements « uranium ». De fait, des divergences génétiques ont pu

apparaitre entre ces populations.
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Afin de mettre en évidence ces divergences génétiques entre les populations, une
expérience de jardin commun a €été réalisée sur la sixiéme génération de 1'expérience 2
(c.f- Expérience 4: conséquences génétique d'une pré exposition a l'uranium, p.197).
Toutes les populations ont été placées dans un méme environnement non contaminé et
leur phénotypes ont été comparés afin de mettre en évidence des divergences
génétiques. De par 1'origine commune des populations et leur histoire de vie différente
au cours de I'expérience 2, toute différence phénotypique significative aura une valeur

adaptative, et sera la preuve qu'une adaptation génétique a eu lieu.

De plus, la plupart des traits phénotypiques mesurés étant des traits d'histoire de vie, un
é¢ventuel colit en terme de fitness de 1'éventuelle augmentation de tolérance des
populations exposées a l'uranium pourra étre détectée, si ces populations présentent en

milieu non contamingé une fitness inférieure a celle de la population controle.

Dans ce qui suit, chaque expérience fait 1'objet d'un chapitre organisé selon la forme

classique d'une publication.
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Expéerience 1: Effets de
I'uranium sur les larves de

chironome

1.Introduction

Les écosystemes aquatiques continentaux peuvent tre particulierement exposés a la
contamination par l'uranium. Comme la plupart des métaux, l'uranium tend a
s'accumuler dans le compartiment sédimentaire des €cosystémes aquatiques (Ribera et
al., 1996). Si le bruit de fond naturel dans les sédiments d'eau douce est estimé inférieur
a 10 pg U g de sédiment (poids sec), des valeurs bien supérieures ont été relevées dans
différents sédiments impactés par l'activité miniere actuelle ou passée, allant jusqu'a
plus de mille fois le bruit de fond (Swanson, 1985 ; Lottermoser et al., 2005 ; Lozano et
al., 2002 ; Mc Kee et al., 1987 ; Joshi et al., 1989 ; IRSN, 2007 ; Neame et al., 1982 ;
Hart et al., 1986).

Sachant que le compartiment sédimentaire sert d'habitat pour de nombreuses especes
animales et végétales, s'interroger sur les effets toxiques de telles concentrations sur ces
especes est une question légitime. Leur présence dans des sédiments contaminés a
l'uranium fait qu'ils sont susceptibles de subir des effets toxiques de I'uranium présent

dans le compartiment sédimentaire et/ou la colonne d'eau.

Jusqu'a présent, trés peu de données existent sur I'écotoxicité de sédiment contaminé a
I'uranium vis-a-vis des macro-invertébrés benthiques (c.f- §3.3.53. Toxicité de ’'uranium
vis a vis des invertébrés benthiques , p.53). Néanmoins l'ensemble de ces résultats

confirment la grande variabilité des réponses d'écotoxicité de I'uranium présent dans le
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sédiment selon les conditions, et les espéces de macro-invertébrés benthiques
considérées. Elles démontrent aussi que des concentrations en uranium

environnementalement réalistes peuvent engendrer des effets toxiques.

Comme tout stress environnemental, la présence d'uranium dans le milieu ne peut jouer
un role majeur dans le processus de sélection naturelle qu'au dela d'une concentration
entrainant une diminution significative de la fitness des individus (Posthuma et Van
Straalen, 1993; Bijlsma et Loeschcke, 2005). L'action de la sélection naturelle va alors
conduire a un tri des organismes susceptibles de modifier les caractéristiques
phénotypiques et génétiques de la population, et réduire l'impact du stress (c.f. §2.1.

Stress environnemental et mécanismes adaptatifs , p.16).

Dans le contexte de cette thése visant a étudier la réponse adaptative d'une population
d'invertébré benthique exposée a un sédiment contaminé a l'uranium, il est nécessaire,
en premier lieu, de déterminer dans nos conditions d'exposition, les concentrations
induisant une toxicité suffisante pour entrainer une diminution significative de la fitness

des individus sans néanmoins engendrer une trop forte mortalité.

Ainsi un bioessai de sept jours a été réalisé sur des larves de Chironomus riparius
exposées a un sédiment contaminé a 1'uranium. Au cours de ce bioessai, différents traits
phénotypiques liés a la survie, la croissance, et le développement des larves ont été

mesurés afin de déterminer des seuils de toxicité.
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2.Matériels et méthodes

2.1.0rigine des organismes

La souche de Chironomus riparius (pour une description de la biologie et de 1'écologie
de l'espece, c.f. Annexe 1) a pour origine un croisement de plusieurs souches de
laboratoire. Elle se caractérise par une grande diversité génétique (analyse par
marqueurs microsatellites, C. Nowak, communication personnelle). Cette souche a été
maintenue pendant quatre générations au Laboratoire de Radioécologie et
d'Ecotoxicologie de I'Institut de Radioprotection et de Streté Nucléaire (Cadarache,
France), dans des conditions respectant les normes standards (Environnement Canada,

1997 ; EPA, 2000 ; OECD, 2001 ; AFNOR, 2004).

2.2.Contamination du sédiment

Un sédiment artificiel a été employé pour toutes les expériences. Sa composition est (en
poids sec) a 88% de sable de Fontainebleau (granulométrie comprise entre 150 et 300
pm), et a 12% d'alpha-cellulose. Sa contamination s'est faite dans des récipients en
plastique par contact avec une colonne d'eau synthétique (voir tableau 6 pour sa

composition), en respectant un ratio en volume eau/sédiment de 1/1.
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Tableau 6. Composition de l'eau synthétique utilisée pour la contamination du sédiment

ainsi que pour toutes les expériences (d'apres AFNOR, 2004).

Sel Concentration (mg L)
CaCl,,2H,0 66,2

MgSO.,7H>0 61,4

NaHCO; 96

KCl 4

CaS0,2H>0 63

NaBr 1

pH 80+0,2

Conductivité 350+ 60 uS cm”a 25°C
Dureté 110 + 30 mg CaCO; L'
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En fonction de la quantité de sédiment et du niveau de contamination, un volume d'une
solution mére de nitrate d'uranyle (UO,(NOs),, 6H,O ; 10 g U L") a été ajouté (tableau
7). Pour permettre la sorption de I'uranium par le sédiment artificiel, le temps de contact
du sédiment avec la colonne d'eau contaminée a duré sept jours a température ambiante,

avec trois mélanges manuels quotidiens.
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Tableau 7. Caractéristiques de la contamination du sédiment artificiel destiné a

l'expérience 1.

Traitement Concentration Quantité de sédiment a Volume de solution
nominale (ug U g” ps) contaminer (g ps) mere ajouté (mL)

vo 0 400 0,00

Ul 32 400 1,30

U2 64 400 2,60

U3 128 400 512

U4 256 400 10,24

U5 512 400 20,48

Ue 1024 400 40,96
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Le niveau de contamination a ét¢é mesuré apres sept jours, par dosage a I'lCP-AES
(limite de détection : 5 pg U L") de la quantité d'uranium restant dans la colonne
(prélevement de 10 mL, filtré a 0,45 pum, puis acidifi¢ a 2% d'HNO;). La quantité
d'uranium présent dans le sédiment a été calculée grace a un bilan de masse, en

négligeant I'uranium adsorbé sur les parois du récipient (Dias ef al., 2008).

2.3.Plan expérimental

Quatre jours avant le début de l'exposition des organismes, la colonne d'eau présente
dans chaque récipient de contamination a été retirée. Le sédiment humide a alors été
homogénéisé et distribué¢ dans des béchers de 400 mL (80 mL de sédiment — 60 g ps ;
cinqg répliquats par traitement). Un volume de 310 mL a été ajouté de manicre a avoir un
rapport en hauteur sédiment/colonne d'eau de 1/4. Tous les béchers ont ensuite été
placés de maniere aléatoire dans un incubateur a 21 + 1°C, sous une photopériode de
16h jour : 8h nuit (Environnement Canada, 1997 ; EPA, 2000 ; AFNOR, 2004). Une
légere aération de la colonne d'eau a été maintenue tout au long de I'expérience. Des
ajouts d'eau synthétique ont permis de maintenir le niveau d'eau constant au cours des

sept jours d'exposition.

Au premier jour d'exposition (JO), dix larves Chironomus riparius agées de 48h ont été
introduites dans chaque bécher. Tous les béchers ont recu 0,2 — 0,4 — 0,6 mg larve™ de
nourriture (Tétramin®, Allemagne) respectivement a JO et J1, J2 et J3, J4 a J6, soit des
conditions de nourriture ad libitum (A. Pery, communication personnelle). A J7, dernier
jour d'exposition, les larves survivantes ont été prélevées et préservées dans 70%

d'éthanol.

La température, le pH, I'oxygeéne dissous et la conductivité ont été mesurés dans chaque
bécher a JO et J7. Un prélévement d'eau de 10 mL a également été effectué les mémes
jours dans chaque bécher, filtré (0,45 um) puis acidifié (2% HNOs), et stocké a 4°C

jusqu'au dosage de l'uranium.
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Pour tous les échantillons d'eau, la concentration en uranium a été mesurée par ICP-

AES, avec une limite de détection de 5 pg U L™

2.4.Mesures biologiques

Apres sept jours d'exposition, la survie, le temps de développement, la croissance, ainsi

que les malformations au niveau des pi¢ces buccales ont été étudiés.

Le pourcentage moyen de survie a ¢té calculé a la fin de l'expérience par chaque

traitement.

Les effets de 1'uranium sur le temps de développement des larves ont été évalués grace a
la mesure de largeur de capsule céphalique. En effet, la capsule céphalique des
chironomes ne grandit qu'au cours des mues que séparent les stades larvaires. Une larve
avec une largeur de capsule céphalique comprise entre 430 et 600 um a atteint le
quatriéme stade, entre 260 et 400 pm le troisieme stade, entre 130 et 240 um le second
stade (Environnement Canada, 1997). Cette mesure permet donc de déterminer le stade
atteint par la larve au bout de sept jours (Environnement Canada, 1997 ; Watts et al.,
2003). Ainsi les larves prélevées ont été décapitées. La capsule céphalique a ensuite été
placée sur une lame de microscope, face ventrale, afin d'en mesurer la largeur a 1'aide
d'une loupe binoculaire reliée a une caméra et un ordinateur muni d'un logiciel d'analyse
dimage (NIH 1image program : http:/rsb.info.nih.gov/nih-image/). Pour chaque
traitement a été calculée la largeur moyenne de la capsule céphalique des larves

survivantes.

La mesure de la longueur de larves a permis d'évaluer les effets de I'uranium sur leur
croissance apres sept jours d'exposition. La longueur des larves survivantes a été
mesurée apreés un montage sur lame de microscope, juste avant la décapitation. La
longueur moyenne des larves survivantes a ¢été calculée pour chaque traitement

(Environnement Canada, 1997).
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Pour 1'¢tude des malformations des piéces buccales, aprés la mesure de sa largeur, la
capsule céphalique a été éclaircie a l'aide d'un bain d'une solution a 10% de KOH a
95°C pendant dix minutes, puis déshydratée a 1'éthanol a 95% (Watts et al., 2003). La
capsule céphalique a ensuite ét¢ montée face ventrale sur une lame de microscope a
l'aide d'Eukitt® (Carlo Erba, Italie). L'identification des malformations sur les picces
buccales s'est faite a 1'aide d'un microscope de faible grossissement (10x a 40x).
L'analyse des malformations s'est basée sur le systéme de score décrit par Vermeulen et
al. (1998). Chaque dent du mentum et des mandibules a été divisée en quatre parties. Le

nombre d'unité malformée a servi de score (figure 4).
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Figure 4. Mesures des malformations des pieces buccales chez des larves Chironomus

riparius. (A) Pieces buccales ne présentant aucune malformation. (B) Photo illustrant
la division des dents en quatre parties, et servant de base au systeme de score des
malformations (d'aprés Vermeulen et al., 1998). (C) Score du mentum = 8 (2 dents

entieres manquantes), score des mandibules = 4 (une dent surnuméraire. (D) score de

la dent = 1.
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Pour chaque stade larvaire et chaque traitement, deux indices de malformation ont été
calculés : (i) le pourcentage de larves malformées (score > 1 au niveau du mentum ou
des mandibules) ; (ii) l'intensité des malformations, c'est a dire le score moyen des

larves malformées (Vermeulen ef al., 1998).

2.5.Analyses statistiques

Aprées vérification de la normalité ainsi que de I'homogénéité de variance des données,
les différences entre les traitements pour toutes les mesures biologiques ont été
calculées par des analyses de variances a un facteur, suivie d'un test de Tukey pour les
comparaisons deux a deux (Zar, 1999). Le pourcentage de survie, et le pourcentage de
larves malformées ont préalablement subi une transformation arc-sinus et racine carré.
Les analyses statistiques ont été réalisées a 1'aide du logiciel STATISTICA (StatSoft,

Inc., Tulsa, OK, USA), en prenant comme seuil de signification 5%.

En complément, afin d'estimer les concentrations pour laquelle on mesure 50% d'effet
(CES0) pour la survie et la croissance, un modele logistique a été ajusté sur ces données
en fonction de la concentration en uranium présent dans le sédiment sec a l'aide du

logiciel R et du package DRC (Ritz et Streibig, 2005).
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3.Résultats

Les résultats de la contamination du sédiment artificiel, ainsi que le suivi physico-
chimique au cours des sept jours d'exposition sont décrits en annexe 2. Les analyses
statistiques sur les données physico-chimiques n'ont révélé aucune différence
significative entre les traitements (ANOVA, p > 0,05). Par simplification, chaque
traitement est référencé selon la concentration nominale en uranium présent dans le

sédiment sec.

3.1.Survie

Apres sept jours d'exposition, le pourcentage moyen de survie a été¢ de 78% dans le
traitement controle (0 ug U g™ ps ; figure 5, tableau 8). Le pourcentage de survie a
diminué avec 'augmentation de la concentration en uranium, jusqu'a atteindre 0% dans

le plus fort traitement (1024 pg U g ps).
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Tableau 8. Synthese des mesures biologiques (moyenne + ES) obtenues lors de

l'expérience 1 sur des larves de Chironomus riparius apres sept jours d'exposition a un

sédiment contaminé a ['uranium.

Survie Temps de développement’ Croissance  Malformations
Traitement % de survie'  Largeur % de % de % de Longueur % de larves
(ug U g’ ps) moyenne de stade stade stade moyenne des malformées’
capsule 2 3 4 larves (mm)’
céphalique
(um)'
0 78+7@ 38613 - 745 256 7701 29+2@he
32 66+ 5@ 368+ 12 - 87,5 125 78+0,1@ 63+ 1] @49
64 84+7 349+6 "9 - 100 - 77£019 72409
128 76 + 5@ 336 +309 - 100 - 73£019  76+409
256 68+ 11 @Y 325+4@ 3,1 96,9 - 61£02® 28+£]18@h9
512 48 £ 4 e 247 + 4 52,9 47,1 - 380179 (0@
1024 0 - - - - - -
CL50 (ug U 562 (1C95%. 470-655) CE50 377 (1C95%: 154-601)

g'ps)

longueur

" Des lettres différentes indiquent une différence significative entre les traitements (test de Tukey;

p<0,05).

? Les pourcentages de larves survivantes ayant atteint les stades larvaires 2, 3, et 4, ont été calculés a
partir des mesures de largeur de capsule céphalique (Environnement Canada, 1997).
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Figure 5. Effet de l'uranium sur le pourcentage de survie (moyenne = ES) apres sept

jours d'exposition. Le nombre total de larves survivantes est indiqué entre parentheses.

* et *** indiquent que le traitement est significativement différent du traitement

contréle (0 ug U g’ ps) respectivement au seuil 5% et 0,1%. La courbe représente le

modele logistique ajusté.

Expérience 1: Effets de l'uranium sur les larves de chironome 77




L'analyse ANOVA a révélé un effet significatif du traitement sur le pourcentage de
survie (Fgos = 20,83 ; p < 0,001). Le pourcentage de survie a significativement diminué
a partir du traitement 512 ug U g™ ps, ou le pourcentage de survie est de 48% (figure 5).
L'ajustement d'un modele logistique aux données a permis de calculer une CL50 de 562

ug U g ps (tableau 8).

3.2.Temps de développement

Au bout de sept jours, la largeur moyenne de la capsule céphalique des larves
survivantes dans le traitement controle (0 pg U g™ ps) était de 386 um (tableau 8, figure
6). Le traitement a eu un effet significatif sur la largeur de capsule céphalique
(ANOVA : Fsi93 = 19,88 ; p < 0,001). En effet, celle-ci a diminué de maniere
significative avec l'augmentation de la concentration en uranium a partir du traitement

64 pug U g ps, jusqu'a atteindre une valeur moyenne de 247 pm dans le traitement 512

ug U g'ps (figure 6).
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Figure 6. Effet de l'uranium sur la largeur de capsule céphalique (moyenne = ES) des

larves survivantes apres sept jours d'exposition. Le nombre de larves mesurées est

indiqué entre parentheses. *** indique que le traitement est significativement différent

du témoin (0 ug U g ps) au seuil 0,1%.
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Dans le traitement controle (0 pg U g ps), le pourcentage de larve ayant atteint le
troisieme et quatricme stade larvaire était respectivement de 74,5% et 25,6%. Dans le
traitement 32 ug U g ps, le pourcentage de larve ayant atteint le troisiéme et quatriéme
stade larvaire était respectivement de 87,5% et 13,5%. Dans les traitements 64 et 128 pg
U g' ps, 100% des larves survivantes étaient au troisiéme stade larvaire. Dans les
traitements 256 et 512 pg U g ps respectivement 3,2% et 52,9% des larves n'ont pas

atteint le troisieme stade (tableau 8).

3.3.Croissance

La longueur moyenne des larves survivantes apres sept jours dans le traitement 0 pg U
g' ps a été de 7,7 mm (tableau 8, figure 7). Le traitement a eu un effet significatif
(ANOVA : Fs501 = 99,62 ; p < 0,001), avec une diminution significative de la longueur
des larves a partir du traitement 256 ug U g ps. Une CE50onguenr de 377 pg U g ps a

¢été calculé (tableau 8).
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Figure 7. Effet de l'uranium sur la longueur (moyenne = ES) des larves survivantes
apres sept jours d'exposition. Le nombre de larves mesurées est indiqué entre
parentheses. *** indique que le traitement est significativement différent du témoin (0

ug U g’ ps) au seuil 0,1%. La courbe représente le modéle logistique ajusté.
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3.4.Pourcentage de larves malformées et intensité des
malformations

Dans le traitement 0 ug U g™ ps aprés sept jours d'exposition, le pourcentage de larves
malformées a été de 29% (tableau 8, figure 8). C'est dans le traitement 128 ug U g™ ps
que le pourcentage moyen de larves malformées a été le plus élevé (76%). Dans le plus
fort traitement ou des larves ont survécu (512 pug U g™ ps), aucune d'entre elles n'était
malformée. Les analyses statistiques ont mis en €vidence un effet significatif du
traitement (ANOVA : Fs,, = 8,80 ; p < 0,001), avec une augmentation significative du
pourcentage de larves malformées par rapport au traitement controle pour les

traitements 64 et 128 ug U g' ps (figure 8).
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Figure 8. Effet de l'uranium sur le pourcentage de larves malformées (moyenne + ES)
apres sept jours d'exposition. Le nombre de larves mesurées pour chaque traitement est
indiqué entre parentheses. ** indique que le traitement est significativement différent du

témoin (0 ug U g’ ps) au seuil 1%.
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Les analyses statistiques n'ont pas mis en évidence d'effet significatif du traitement sur

l'intensité des malformations (ANOVA : F45,= 1,61 ; p=0,18).
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4.Discussion

L'expérience 1 a permis d'étudier les effets d'une exposition de sept jours a un sédiment
contaminé a l'uranium sur la survie, le développement et la croissance de larves de
Chironomus riparius. L'analyse de I'ensemble des mesures physico-chimiques décrit en
annexe 2 a permis de considérer tous les effets biologiques observés comme la
conséquence de la présence d'uranium dans le milieu, en considérant deux voies de
contamination: le sédiment et la colonne d'eau. De plus, le pourcentage de survie des
larves aprés sept jours dans le traitement controle supérieur a 70% a validé les

conditions d'exposition (AFNOR, 2004).

4.1.Survie

Les résultats de survie ont montré un effet négatif du traitement pour des concentrations
en uranium > 512 pg U g ps, traitement dans lequel 48% des larves introduites ont
survécu (tableau 8; figure 5). Ce résultat ainsi que la CL50 de 562 pug U g™ ps sont trés
supérieures au seuil de létalité obtenu lors de précédents travaux sur les effets de
I'uranium sur des larves de Chironomus riparius (Dias et al., 2008). Dans cette premicre
¢tude, nous avions mis en évidence un effet significatif de 1'uranium sur la survie des
larves aprés dix jours d'exposition, pour des concentrations en uranium > 6,1 pg U g ps
(28% de survie; CL50 = 5,3 ug U g! ps). Deux explications peuvent étre données face a
ces différences: (i) la diversité génétique plus faible de notre précédente souche
(marqueurs micro-satellites, Carsten Nowak, communication personnelle); (ii) les

conditions d'exposition différentes, synonymes de spéciation différente de 'uranium.

(1) En exposant a un sédiment contaminé au Cd des larves de Chironomus riparius
issues de populations de diversité génétique différente, Nowak et al. (2007) ont observé
chez les larves des performances de survie différentes entre les populations. Les larves
issues d'une population trés consanguine mouraient plus que celles issues d'une
population non consanguine lorsqu' elles étaient soumises a une forte concentration en

Cd, . Dans notre cas, la souche qui a été utilisée pour toutes les expériences décrites
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dans ce manuscrit présentait une diversité génétique supérieure a la précédente (Carsten
Nowak, communication personnelle). Ainsi la plus grande diversité génétique pourrait

expliquer en partie le seuil de l1étalité plus €élevé dans la présente étude.

(i1) La toxicité¢ de l'uranium va dépendre directement de sa biodisponibilité pour les
organismes vivants. Or celle-ci est principalement liée a sa spéciation chimique, dans
les écosystémes aquatiques la forme uranyle présenteraient le plus grand risque pour les
biocénoses (Colle et al., 2001). De facon globale, la toxicité de I'uranium diminue avec
l'augmentation du pH, de la dureté, de l'alcalinité, et/ou de la présence de ligands
organiques dans les phases aqueuses (Ribera ef al., 1996; Labrot et al., 1999; Franklin
et al., 2000; Markich et al., 2000; Markich, 2002; Charles ef al., 2002; Denison, 2004;
Sheppard et al., 2005). Entre notre présente étude et la précédente, seule la composition
de la colonne d'eau a ét¢ modifiée (Dias et al., 2008; tableau 6). Cette différence a
conduit a des conditions physico-chimiques différentes notamment en terme de pH, qui

peuvent aussi expliquer en partie les seuils de toxicité différents.

Dans le cadre de ce travail de thése aucune expérience a €té réalisée afin de tester la
validité de ces hypothéses pour expliquer les différences de toxicité entre ces deux

expériences.

D'autres études se sont intéressées a l'effet 1étal d'une exposition & un sédiment
contamin¢ a l'uranium sur des macro invertébrés benthiques. Une premiere étude a
concerné le taux de survie chez l'amphipode épibenthique Hyalella azteca aprés 14
jours d'exposition a un sédiment naturel dopé a l'uranium (BEAK International
Incorporated, 1998). Les CL50 calculées ont été pour des juvéniles et des adultes
respectivement de 57 et 436 ug U g ps. Notons également les travaux de Terrail ef al.
(2008) sur une espece d'oligochaete trés polluo-résistante, Tubifex tubifex, qui apres 12
jours d'exposition a un sédiment contaminé a l'uranium ont montré des effets toxiques
pour des concentrations > 599 ug U g ps (CL50 = 2910 ug U g ps). Ces résultats
confirment la grande variabilité des réponses d'écotoxicité de I'uranium présent dans le

sédiment.
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Dans notre étude, les résultats de survie des larves ont permis de fixer dans nos
conditions expérimentales une gamme sublétale d'uranium comprise entre 0 et 256 pg U

g ps (tableau 8; figure 5).

4.2. Temps de développement

La largeur moyenne de la capsule céphalique a diminué avec l'augmentation de la
concentration d'uranium présent dans le traitement de fagon significative a partir de 64
ug U g' ps (tableau 8, figure 6), indiquant ainsi un retard de développement di a
I'uranium. Avec cette méme mesure, d'autres études ont précédemment montré que
l'exposition a certains polluants pouvait entrainer chez Chironomus sp une augmentation
du temps de développement (ex: Hg et Pb (Vermeulen et al, 2000); 17 alpha-
ethinylestradiol et bisphenol A (Watts et al., 2003); As (Martinez et al., 2006); uranium
(Dias et al., 2008)). Dans notre traitement controle, 25,6% des larves survivantes ont
atteint le quatriéme stade larvaire, et 74,5% le troisieme (tableau 8). Le pourcentage de
larve ayant atteint le quatriéme stade a diminué jusqu'a atteindre 0% au traitement 64 pg
U g ps, ou toutes les larves survivantes ont été au troisiéme stade. Au traitement 512
ug U g’ ps, 52,9% des larves survivantes n'ont pas encore atteint le troisiéme stade. La
largeur moyenne de capsule céphalique a diminué¢ a mesure que la proportion de larve
au troisiéme puis deuxiéme stade a augmenté (tableau 8, figure 6). L'exposition de
larves de Chironomus riparius a l'uranium a entrainé un retard de développement,

résultat déja obtenu lors de nos précédents travaux (Dias et al., 2008).

4.3.Croissance

La croissance a été significativement affectée par I'uranium a partir de 256 ug U g™’ ps
(tableau 8, figure 7). Au cours des trois premiers stades larvaires, c'est la croissance
somatique qui domine, le développement des gamétes ne débutant qu'au cours du
quatrieme stade (Postma et Davids, 1995). La larve doit atteindre une taille critique

avant d'allouer de I'énergie a sa mue, ainsi qu'a la production des gameétes (Sibley et al.,
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1997; Pery et al., 2002). En étant exposée a de l'uranium, la larve aurait besoin de plus
de temps pour atteindre cette taille critique, expliquant ainsi a la fois 1'inhibition de
croissance (figure 7) et le retard de développement mis en évidence grace a la mesure de

largeur de capsule céphalique (figure 6).

Dans ses mod¢les décrivant les effets des polluants sur la croissance et la reproduction
de Chironomus riparius, Pery et al. (2003) ont considéré que seule la croissance était
directement impactée par d'éventuels effets toxiques. Le polluant agissait sur cette
croissance selon deux modes d'action: (i) une diminution de I'efficacité d'assimilation de
la nourriture (Leppanen et al., 1998); (i1) un colt de la croissance accrue, notamment
par la mise en place de mécanisme de détoxication (ex: Synthése de métallothionéines
chez Chironomus riparius en présence de Cd (Gillis et al., 2002)). Ainsi l'uranium
agirait sur la croissance selon 1'un de ces modes d'action. Cependant, cette étude n' a pas

permis de le déterminer.

4.4.Conséquences au niveau de la population

Les mesures de survie, de largeur de capsule céphalique, de longueur des larves ont
permis d'évaluer les effets de 1'uranium sur deux parameétres de fitness: la survie et le
développement de la larve, en incluant le temps de développement et les performances
de croissance. Or tout effet négatif sur ces deux paramétres peut avoir des conséquences
au niveau de la population. En effet, si un polluant entraine une diminution de la survie
des larves, alors le nombre d'adultes aptes a se reproduire va de fait diminuer. Pour
l'espece Chironomus riparius, comme toutes les espéces semelpares (especes dont les
individus ne se reproduisent qu'une fois dans leur vie), tout effet négatif sur la survie des
juvéniles va induire des effets négatifs au niveau de la population de maniere

¢quivalente ou amplifiée (Forbes et Calow, 2002; Charles et al., 2004).
De plus, tout retard de développement ou inhibition de croissance aura des effets sur la

reproduction de Chironomus riparius. Postma et Davids (1995) ont montré qu'une

exposition a du Cd entrainait une augmentation du temps de développement de
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Chironomus riparius, et une diminution du taux de croissance de la population. Or la
variation du temps de développement larvaire est la premicre source de variation du
temps de génération chez les dipteres, et le temps de génération est une composante
fondamentale de la fitness de population en expansion (Moeur et Istock, 1980; Bourguet
et al., 2004). De nombreuses études ont également montré que l'inhibition de croissance
chez les macro-invertébrés benthiques pouvait €tre associée a une diminution des
performances de reproduction. Parmi elles, Sibley et al. (1997) ont étudié¢ les effets de la
quantité de nourriture sur la croissance et la reproduction de Chironomus tentans. lls ont
mesuré une corrélation positive entre l'inhibition de croissance et la diminution du
succes reproducteur. Ce résultat a ensuite €té¢ confirmé par Pery (2003) en modélisant

les effets des toxiques sur Chironomus sp.

Ainsi 'uranium a eu des effets négatifs sur la survie, le temps de développement et la
croissance de Chironomus riparius, et qu'en conséquence, des effets au niveau de la
population sont envisageables avec la diminution des performances et du succés de

reproduction.

4.5.Malformations

Chez les larves Chironomus riparius, le pourcentage de larves malformées au niveau
des picces buccales est couramment utilisé pour évaluer leur stabilit¢ du développement
(Janssens de Bisthoven ef al., 1998; Janssens de Bisthoven et al., 1998; Vermeulen et
al., 2000; Meregalli ef al., 2001; Dias et al., 2008). La stabilité du développement est la
capacit¢ d'un génotype a produire un phénotype donné dans un environnement
particulier. Elle regroupe les processus qui réduisent la variation phénotypique résultant
d’accidents survenus au cours du développement (Clarke, 1995; Polak, 2003). Dans des
conditions optimales, le développement se déroule selon une voie génétiquement
prédéterminée. La moindre perturbation est neutralisée par les mécanismes de la
stabilité¢ du développement. La voie retrouve ainsi sa trajectoire originale. Le phénotype
prédéterminé est alors produit. Dans des conditions stressantes, [’efficacité des

mécanismes de stabilit¢ du développement peut €tre si réduite, que la trajectoire

Expérience 1: Effets de l'uranium sur les larves de chironome 89



originale du développement ne peut étre restaurée. Ceci conduit alors a des phénotypes
aberrants, tels que la présence de malformations au niveau des pieces buccales des

larves de chironomes.

Dans notre traitement controle, le pourcentage de larves malformées a été¢ de 29%
(tableau 8, figure 8). Cette valeur est similaire a celle obtenue dans de nombreuses
¢tudes en laboratoire sur Chironomus riparius (pour une revue, voir Vermeulen et al.,
2000). Néanmoins ce pourcentage peut étre jugé €élevé. Certains auteurs considérent que
la consanguinité des souches maintenues en laboratoire est la principale cause dun
pourcentage de larves malformées €levé dans les populations contrdles (Vermeulen et

al., 1998).

En dépit de cette valeur élevée on observe une augmentation significative du
pourcentage de larves malformées dans les traitements intermédiaires 64 et 128 ug U g™
ps, pourcentages respectivement de 72% et 76% (tableau 8, figure 8). Ce résultat
mettrait en évidence un effet négatif de 1'uranium sur la stabilité¢ du développement des
larves de chironomes. D'autres études sur Chironomus sp ont mis en évidence une telle
relation dose-réponse avec d'autres polluants: 4-nonylphenol (Meregalli et al., 2001); 17
alpha-ethinylestradiol et bisphenol A (Watts et al., 2003); tebufenozide (Kwak et Lee,
2005); As (Martinez et al., 2006). L'uranium a donc eu des effets tératogénes sur les
larves de Chironomus riparius, effets observables dans une gamme de concentrations

sublétales (figure 5).

A partir du traitement 256 ug U g™ ps, le pourcentage de larves malformées a été
équivalent au pourcentage dans le traitement controle (figure 8). Dans le traitement 512
ug U g ps, aucune des larves survivantes ne présentaient de malformations au niveau
de leurs pieces buccales. Lors de nos précédents travaux sur les effets d'une exposition a
I'uranium de larves de Chironomus riparius (Dias et al., 2008), nous avions également
observé aprés dix jours, une diminution significative du pourcentage de larves
malformées dans les traitements ou la survie des larves avait significativement diminué

par rapport au traitement contrdle (figure 9).
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Figure 9. Effet de l'uranium (moyenne + ES) apres dix jours d'exposition a différentes

concentrations (A) au niveau de la survie, et (B) du pourcentage de larves malformées

au niveau des pieces buccales. La taille de ['échantillon est entre parentheses. Des

lettres différentes indiquent des différences significative entre les traitement (test de

Tukey; p<0,05) (Extrait d'une figure de Dias et al. (2008)).
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Pour expliquer ces résultats, nous avions proposé 1'hypothése que les larves malformées
n'avaient pas survécu dans les forts traitements a cause de leur fitness plus faible,
comparé aux larves non malformées. En effet, la stabilit¢ du développement est une
estimation indirecte du niveau de fitness des individus (Leary et Allendorf, 1989). Par
conséquent, les individus avec une fitness faible auraient une moins bonne stabilit¢ du
développement par rapport aux individus de meilleure fitness (pour une revue, voir
Clarke, 1995). Par exemple, lors d'une étude sur les effets d'un sédiment contaminé par
des métaux lourds sur des larves de Chironomus thumni, Janssens De Bisthoven et al.
(1998) ont montré en terme de survie et de temps de développement que les larves

malformées étaient moins performantes que les larves non malformées.

Dans l'expérience 1, la mise en évidence d'un effet tératogéne de l'uranium dans des
conditions sublétales, avec l'augmentation significative du pourcentage de larves
malformées (figure 8) — effet non observé précédemment a cause d'une gamme de
concentration trop ¢élevée (figure 9) - puis la chute de ce pourcentage a des
concentrations ou la survie des larves commengait a étre impactée par l'uranium,
tendrait & confirmer cette hypothése. En effet, si le pourcentage de larves malformées a
¢té significativement influencé par le traitement (tableau 8, figure 8); en revanche, les
analyses statistiques n'ont pas révélé d'effet du traitement sur la gravité des
malformations chez les larves malformées. Les malformations ayant été étudiés
uniquement sur les larves survivantes, on peut émettre I'hypothése d'un effet morbide
des malformations au niveau des pieces buccales a partir d'un seuil de gravité (Swaddle,
2003), d'ou I'absence de relation dose-réponse entre la concentration en uranium et la

gravité des malformations.
Ainsi une fitness plus faible des larves malformées par rapport aux larves non

malformées permettrait d'expliquer la réponse du pourcentage de larve malformées vis-

a-vis du traitement a l'uranium selon 1'hypothése de la mortalité différencié.
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4.6.Hypothese de la mortalité différenciée

Cette hypothése a ¢été¢ décrite par Floate et Fox (2000) en étudiant les effets d'un
pesticide, l'ivermectine, sur la mouche domestique (Musca domestica), en particulier sur
le niveau d'asymétrie des individus, une autre mesure de la stabilit¢ du développement
(Clarke, 1995; Polak, 2003). Cette hypothese repose sur le constat que les individus sur
lesquels étaient généralement étudiée la stabilité du développement ne représentaient
qu'une partie des individus exposés aux stress (ex : exposition a un toxique), les
survivants. Les individus les moins capables de maintenir un développement stable en
présence d'un stress, seraient ceux qui ont le moins de chance de survivre (corrélation

positive entre la fitness et la stabilité du développement).

Soit une population hypothétique composée d'une petite portion d'individus robustes
dont le phénotype n'est pas impacté par la présence d'uranium (i.e. pas de malformations
au niveau des pieces buccales). En soumettant cette population a un faible niveau de
stress, la totalit¢ des individus vont survivre, et le pourcentage de malformés va
augmenter du fait des individus sensibles qui présenteront des malformations (figure
10). En soumettant cette population a un stress de niveau modéré, une partie des
individus sensibles va mourir. Ainsi une large proportion des survivants sera composée
d'individus robustes ne présentant pas de malformations, avec pour conséquence une
diminution du pourcentage de malformés. En soumettant cette population a un stress
¢leve, seuls les individus robustes survivent, avec pour conséquence un pourcentage de
malformés nul. Le pourcentage de malformés ne répondra plus a l'augmentation du
niveau de stress. Ainsi la population exposée a une forte concentration en uranium peut
présenter un pourcentage de larves malformées équivalent, voire inférieur a la

population contrdle (figure 8).
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Figure 10. Hypothése de la mortalitée différenciée, illustrée schématiquement par
l'interaction entre le niveau de stress et la fitness de la population (ligne pointillée), et
entre le stress et le pourcentage de larves malformées (ligne pleine), pour une
population constituée d'individus malformés (en gris) et non malformés (en noir)
(modifié d'apres Floate et Fox, 2000). Dans une gamme de stress faible, l'augmentation
du niveau de stress va entrainer des malformations chez les individus sensibles, et par
conséquent augmenter le pourcentage de larves malformées. Aucune larve ne meurt et
les individus résistants ne présentent pas de malformations. Le point A est atteint
lorsque tous les individus sensibles de la population présentent des malformations et
survivent. Dans un gamme de stress modéré, le pourcentage de larves malformées
diminue avec l'élimination au sein de la population des individus sensibles, et la survie
des individus résistants au point B, seuls les individus résistants survivent. Désormais,
toute augmentation du niveau de stress n'entraine plus de variation du pourcentage de

larves malformées.
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Les résultats de pourcentage de larves malformées ainsi que de survie mettraient alors
en évidence a partir du traitement 512 ug U g ps une contre sélection des individus
sensibles a l'uranium, c'est a dire ceux présentant notamment des malformations au
niveau de leurs piéces buccales (figures 5 et 8). En effet, l'exposition a l'uranium
entrainerait des perturbations du développement telles que la stabilité du développement
des individus les plus sensibles ne pourrait pas étre maintenue a un niveau suffisant,
avec pour conséquence leur mort au cours des sept jours d'exposition. Ainsi les
individus capables de tamponner tout écart de développement, présenteraient un
avantage sélectif dans un environnement contaminé a l'uranium (Wadington, 1957,

Hendrickx ef al., 2003).
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5.Conclusion

L'objectif de l'expérience 1 était de mesurer les effets d'une exposition de sept jours a un
sédiment contaminé l'uranium sur la survie, le développement et la croissance de larves
de Chironomus riparius. Les conditions d'exposition ont permis de montrer que
'uranium présent a la fois dans le sédiment et dans la colonne d'eau avait entrainé une
diminution de la survie des larves, un retard de développement et une inhibition de
croissance. En conséquence, des effets au niveau de la fitness de la population sont

envisageables avec la diminution des performances et du succes de reproduction.

Un effet tératogeéne de 1'uranium a également été mis en évidence uniquement dans une
gamme de concentrations sublétales, avec une augmentation significative du
pourcentage de larves malformées. Dans les traitements supérieurs, la chute du
pourcentage de larves malformées laisse supposer un avantage sélectif des larves
capables de résister a la présence d'uranium, en maintenant notamment un

développement stable.
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Expérience 2: Modifications
phénotypiques d'une
population exposée a
I'uranium pendant huit

géneérations

1.Introduction

1.1.Micro-évolution

De nombreux cas de micro-évolutions contemporaines chez des especes animales et
végétales ont été observés. Ceux-ci ont €té répertoriés dans plusieurs revues de
littérature (Hendry et al., 2008; Medina et al., 2007; Stockwell et al., 2003; Hendry et
Kinnison, 2001; Bone et Farres, 2001; Pergams et Ashley, 2001; Hendry et Kinnison,
1999). Ces résultats soulignent notamment le rdle important des perturbations
anthropiques sur l'occurrence et la vitesse des situations de micro-évolution
contemporaine, en particulier celles engendrées par la présence de polluants dans

'environnement (Hendry et al., 2008; Medina et al., 2007; Bone et Farres, 2001).

Certaines de ces études relatent de micro-évolutions sur une période inférieure a vingt
générations chez des populations naturelles exposées a un ou plusieurs toxiques. Par

exemple chez des plantes, Bone et Farres (2001) ont compilé plusieurs études mettant
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en évidence des micro-évolutions rapides conduisant a une augmentation de la tolérance
aux métaux lourds (Plantago lanceolata exposée au plomb (Antonovics et Bradshaw,
1970)) ou encore aux herbicides (Lolium rigidum exposée au glyphosate (Powles et al.,

1998); Bromus tectorum exposée au sulfuron (Mallory-Smith ef al., 1999)).

La présence de métaux lourds dans I'environnement peut influencer les processus
évolutifs. Comme pour la plupart des polluants, la sélection induite par des métaux
lourds est considérée comme directionnelle, continue, et forte. En effet, les métaux
lourds sont des substances non dégradables, qui peuvent entrainer des effets toxiques.
Les conséquences de cette sélection, si on considére un environnement stable, peut étre
notamment un accroissement de la tolérance des populations aux métaux lourds présents

dans l'environnement (Posthuma et Van Straalen, 1993).

Plusieurs expériences de sélection naturelle en laboratoire ont déja été réalisées dans le
but d'étudier 'acquisition de tolérance chez des populations d'insectes exposées a des
métaux lourds (tableau 2). Ainsi, en étudiant les effets d'un métal sur des populations
exposées pendant plusieurs générations successives, certains auteurs ont pu mettre en
¢vidence des micro-évolutions chez certaines especes animales (Vogt et al., 2007,
Postma et Davids, 1995; Magnusson et Ramel, 1986; Nassar, 1979). Par exemple, chez
Drosophila melanogaster, Nassar (1979) a mis en évidence aprés 25 générations
d'exposition a une concentration de tétra-¢thyle de plomb entrainant 50% de mortalité
chez les larves, une amélioration de la fitness moyenne (fécondité, éclosion, viabilité)

des individus issus de la population exposée par rapport a la population contrdle.

De méme, Postma et Davids (1995) ont soumis une population d'élevage de
Chironomus riparius a différentes concentrations en cadmium pendant neuf générations
consécutives. Les auteurs ont observé chez les populations exposées une modification
au fil des générations de certains traits d'histoire de vie tels que la survie (diminution de
la survie des larves dans certaines conditions au point d'avoir l'extinction de certaines
populations), le temps de développement (augmentation lors des dernieres générations),

et la fécondité des femelles (augmentation du nombre d'ceufs pondus). Selon les auteurs,
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cette exposition au cadmium a entrainé¢ une pression de sélection qui a conduit a une
augmentation du niveau de tolérance des populations pré-exposées (Postma et Davids,

1995).

La présence de métaux peut donc entrainer une forte pression de sélection
directionnelle. La sélection directionnelle peut conduire au fil des générations a un
déplacement de la valeur moyenne de ce trait vers cet extréme, le résultat de cette
micro-évolution étant au bout d'un certain nombre de génération une adaptation locale

de la population exposée (Sotka, 2005; Bahrndorff ez al., 2006).

Dans le cas d'une exposition a un métal sur plusieurs générations successives, la
sélection va favoriser les individus les plus tolérants, c'est a dire ceux capables de mettre
en place un mécanisme de tolérance leur permettant de maintenir en milieu contaminé
un succes reproducteur éleve (c.f. Boite 2. Mécanismes de tolérance aux métaux lourds

chez les espéces animales. p. 26).

1.2.Niveau de stress et réponse évolutive

Tout trait soumis a une sélection y répondra proportionnellement a 1'intensité de celle-ci
(c.f. § 2.3.4.Intensité¢ de la sélection, p.30). Ainsi plus la sélection sera forte, plus la
réponse des traits soumis sera grande. Si plusieurs expériences de sélection naturelle en
laboratoire ont déja été réalisées dans le but d'étudier I'acquisition de tolérance chez des
populations d'insectes exposés a des métaux lourds (tableau 2, p.39), seul Magnusson et
Ramel (1986) ont pu a ce jour mettre en évidence une relation de type dose-réponse
entre la concentration en métal présent dans le milieu d'exposition et la réponse

évolutive du niveau de tolérance.

Magnusson et Ramel (1986) ont étudié 'acquisition de tolérance au méthyle mercure de
populations de Drosophila melanogaster. A partir d'une population issue de quatre
lignées de drosophiles tolérantes au méthyle mercure, une expérience de sélection a été

conduite sur douze générations. Trois niveaux de pression de sélection ont été testés —
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une pression nulle, une pression forte (exposition a une concentration en méthyle
mercure entrainant 50% de mortalité), et une pression tres forte (> 50% de mortalité).
Les résultats ont mis en évidence chez les populations exposées au méthyle mercure une
augmentation de la tolérance au cours des douze générations proportionnelle a la
pression de sélection. Notons qu'aucun trait d'histoire de vie n'a été suivi au cours de
I'exposition. Les conséquences de cette acquisition de tolérance en fonction de

l'intensité de la sélection sur la fitness des individus n'a de fait pas été étudiées.

Or la mise en évidence d'une telle relation entre la concentration en polluant et la vitesse
de la réponse évolutive est une étape fondamentale dans la compréhension du role des
métaux présents dans l'environnement comme agent de la sélection naturelle.
L'influence de cette acquisition de tolérance sur les traits d'histoire de vie via les
compromis (c.f- Boite 3. Sélection et compromis entre les traits d'histoire de vie., p.33)
permettrait une meilleure évaluation du risque 1i¢ a l'exposition aux métaux lourds

Chapman et al., 2003).

1.3.Asymétrie fluctuante

L'asymétrie fluctuante (AF) de traits morphologiques présentant un plan de symétrie
bilatérale a été trés largement utilisée comme une mesure de perturbation
environnementale ou génétique survenue au cours du développement de 1'organisme. En
effet, cette mesure permet d'estimer la stabilit¢ du développement, c'est a dire
I'ensemble des processus qui vise a maintenir 'homéostasie, en réduisant la variation

phénotypique résultant d’accidents survenus au cours du développement (Clarke, 1995).

Dans des conditions optimales, le développement se déroule selon une voie
génétiquement prédéterminée. La moindre perturbation est neutralisée par les
mécanismes de la stabilit¢ du développement. La voie retrouve ainsi sa trajectoire
originale, et le phénotype prédéterminé est alors produit. Néanmoins dans des

conditions stressantes, I’efficacité des mécanismes de stabilit¢ du développement peut
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étre si réduite que la trajectoire originale du développement ne peut étre restaurée. On
parle alors d'instabilit¢ du développement. D'un point de vue énergétique,
I'augmentation d'un stress va occasionner une augmentation des dépenses énergétiques
de l'organisme (Sibly et Calow, 1989). Ce surcolt va réduire 1'énergie allouée a
I'homéostasie par le jeu des contraintes énergétiques, et ainsi entrainer une instabilité du

développement (Clarke et McKenzie, 1992).

L'AF a été largement utilisée pour comparer le niveau d'instabilité du développement
chez des populations exposées a un stress environnemental tel que la température, la
nutrition, les radiations, les polluants, la densité, le bruit, le parasitisme, les conditions
de lumiére, la prédation, ou encore la structure de l'habitat (pour une revue, voir
Hoffmann et Woods, 2003; Moller et Swaddle, 1997). Pour toutes ces études, 1'AF est
supposée plus élevée chez les populations les plus stressées. Ainsi, la tératogénicité de
certains polluants a ét¢ mise en évidence par une augmentation de 1'AF chez des
populations exposées. Par exemple, Caldwell ef al. (2005) ont mis évidence un effet
tératogene du 2,4-decadienal — une molécule produite par les diatomées — sur des larves
de Psammechinus miliaris (Echinoderme, échinide). De méme, I'exposition de
Xathocnemis zealandica (Insecte, odonate) a du carbaryl a entrainé au niveau des ailes
une augmentation de I'AF (Hardersen, 2000; Hardersen et Frampton, 1999; Hardersen et
Wratten, 1998). Ou encore les études sur des larves de Chironomus riparius ont permis
de lier le niveau d’asymétrie des larves a différents types de perturbation (organique,

chlorure, nitrite et ammonium, rejet industriel) (Servia et al., 2004).

L'AF a aussi été particulicrement employée comme une mesure de fitness.
Contrairement a la plupart des autres traits li¢ a la fitness, 'AF permet de définir un
phénotype optimal — la symétrie parfaite (Palmer et Strobeck, 1986) — a partir duquel
toute déviation est non-adaptative (Watson et Thornhill, 1994; Clarke, 1995; Moller,
1997; Gangestad et Thornhill, 2003). Cependant cette relation négative entre I'AF et la

fitness n'est pas clairement démontrée, excepté chez des individus soumis au cours de
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leur développement a un stress €levé (Woods et al., 2002; Hendrickx et al., 2003;
Dongen, 2006).

Dans le cas d'étude sur des populations naturelles collectées dans différents
environnements stressants, l'absence de relation AF-stress peut étre la conséquence
d'une adaptation (Hoffmann et Woods, 2003). Au sein d'une population qui s'est adaptée
a un environnement au départ stressant, les génotypes "adaptés" devraient avoir un
développement plus stable que les génotypes "non adaptés", avec pour conséquence une
AF moyenne respectivement plus faible. L'é¢tude de populations de Lucilia cuprina
(Insecte, diptere) exposées au pesticide diazon est un bon exemple de modification de
I'AF par des changements évolutifs (Hoffmann et Parsons, 1997). Aprés dix ans
d'utilisation du diazon pour combattre cette espece nuisible, des phénotypes résistants
ont pour la premicre fois été découverts dans certaines populations de Lucilia cuprina.
Dans ce cas, la résistance a été attribuée a l'action d'un seul géne (Hoffmann et Parsons,
1997). En revanche, lorsqu'ils étaient placés dans un environnement exempt de diazon,
les individus porteurs de 1'alléle conférant une résistance accrue au pesticide montraient
une plus faible fitness ainsi qu'une AF plus élevée que les individus non porteurs de cet
allele. L'usage du diazon se poursuivant, un géne modifi¢ a été¢ sélectionné dans les
populations naturelles, avec pour conséquence une diminution de 1'AF et une meilleur
fitness des individus résistants par rapport aux individus sensibles, méme dans un

environnement sans diazon.

Un faible niveau d'AF pourrait donc avoir une signification adaptative : la sélection
naturelle réduirait I'AF, lorsque celle-ci atteint une valeur seuil sur un ou plusieurs traits
morphologiques (Swaddle, 2003). Si cette hypothése est vraie, on peut prédire une
évolution vers la diminution de 1'AF sur des traits liés a la fitness dans une population
soumise a une sélection induite par un stress environnemental. Hoffmann et al. (2003)
préconise de tester cette hypothese a 'aide d'expériences de sélection en environnement

toxique pendant plusieurs générations. Une réponse a la sélection devrait alors conduire
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a un retour de 1'AF a des niveaux comparables aux controles. Or a ce jour, une telle

expérience n'a a notre connaissance pas ¢été réalisée.

1.4.Effet de l'uranium sur C. riparius

Lors de l'expérience 1, nous avons mis en évidence chez des larves de C. riparius
exposées a un sédiment contaminé a l'uranium des effets négatifs sur la survie, la
croissance et le développement des individus. Ainsi comme toute exposition a un stress
environnemental, l'uranium a engendré une diminution de la fitness moyenne des
individus. Pour compenser cette réduction de fitness, des mécanismes adaptatifs peuvent
se mettre en place au sein de la population afin de réduire I'impact du stress (c.f. §Stress
environnemental et mécanismes adaptatifs, p.16 ). Dans le cas d'une adaptation
génétique, une sélection va s'opérer au fil des générations en favorisant les individus

porteurs des genes leur conférant une meilleure fitness.

Au cours de 'expérience 1, les résultats sur les malformations des piéces buccales des
larves laissent supposer qu'un processus de sélection peut s'opérer sur nos populations
de C. riparius exposées a un sédiment contaminé a 1'uranium, notamment en fonction de
la stabilité du développement des individus, selon I'hypothése de mortalité différenciée

(c.f. §Hypothese de la mortalité différenciée; p.93).

Dans ce contexte, 1'objectif de l'expérience 2 a été d'étudier la réponse adaptative d'une
population de C. riparius exposée a un sédiment contaminé a I'uranium, en suivant les
modifications phénotypiques au cours d'une expérience de sélection naturelle en
laboratoire sur huit générations. Pour cela, des populations de méme origine ont été
exposées a différentes concentrations d'uranium. Plusieurs traits phénotypiques —
principalement des traits d'histoire de vie — ainsi que leur stabilité du développement ont

été mesurés sur les adultes a chaque génération.
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2.Matériels et méthodes

2.1.Plan expérimental’

La contamination du sédiment a été faite a chaque génération (tableau 9).

7 Concernant l'origine des organismes et le protocole de contamination du sédiment, le lecteur pourra se

référer aux matériels et méthodes de l'expérience 1.
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Tableau 9. Caractéristiques de la contamination du sédiment artificiel destiné a

l'expérience 2. La contamination s'est faite en quadripliquats.

Traitement Concentration Quantité de sédiment a Volume de solution
nominale (ug U g” ps) contaminer (g ps) mere ajouté (mL)

vo 0 4*1300 4*0,00

Ul 32 4*1300 4*4,16

U2 64 4*1300 4%8,32

U3 128 4*1300 4*16,64
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Quatre jours avant le début d'exposition des organismes, la colonne d'eau présente dans
chaque récipient de contamination a été retirée. Le sédiment humide a alors été
homogénéisé¢ et distribué dans des aquariums (1300 g ps; quatre répliquats par
traitement). Une colonne d'eau synthétique non contaminée a été ajoutée de manicre a
avoir un rapport en hauteur sédiment/colonne d'eau de 1/4. Tous les aquariums ont
ensuite été¢ placés de manicre aléatoire dans un incubateur a 21 £ 1°C, sous une
photopériode de 16h jour:8h nuit (Environnement Canada, 1997; EPA, 2000; AFNOR,
2004). Une légere aération de la colonne d'eau a été maintenue tout au long de
l'expérience. Des ajouts d'eau synthétique ont permis de maintenir le niveau d'eau

constant au cours de l'exposition.

Au premier jour d'exposition (J0), 200 larves Chironomus riparius agées de 48h ont été
introduites dans chaque aquarium. Tous les aquariums ont regu 0,2 — 0,4 — 0,6 mg larve™
de nourriture (Tétramin®, Allemagne) respectivement a JO et J1, J2 et J3, J4 a J30, soit

des conditions de nourriture ad libitum (A. Pery, communication personnelle).

A partir de J12, tous les aquariums ont été recouverts d'un filet évitant la fuite des
adultes. Un suivi journalier des émergences adultes ainsi que des masses d'ceufs

pondues a été réalisé jusqu'au cinquiéme jour consécutif sans émergence, soit environ

J30 (figure 11)(Benoit ef al., 1997; EPA, 2000).
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Figure 11. Déroulement d'une génération pour un aquarium de l'expérience 2.
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Pour suivre la reproduction de chaque aquarium, les adultes émergés ont été transférés
dans une fiole de 1L, obstruée par un filet, contenant 100 mL d'eau synthétique non
contaminée. Chaque jour, le nombre de masses d'ceufs pondues pour chaque aquarium a
été comptabilisé, et placées individuellement dans 10 mL d'eau synthétique non
contaminée. Afin de réduire les risques de sélection non intentionnelle liée a des
différences de vitesse de développement, nous avons synchronisé 1'éclosion des masses
d'ceufs servant a I'ensemencement de la génération suivante : les pontes produites entre
J12 et J21 ont été placées a 4°C afin de ralentir leur développement de maniere
drastique, puis remises a 21°C a partir de J228. Les masses pondues aprés J22 ont juste
¢té comptabilisées. Les adultes retrouvés morts a la surface de 1'eau ont été prélevés et

placés a 4°C jusqu'aux mesures morphométriques.

A J24, toutes les masses écloses d'un aquarium ont été transférées dans un bécher
contenant 1L d'eau synthétique non contaminée et de la nourriture (environ 300 mg de
nourriture Tétramin®). A J26, les larves alors agées de 48h ont servi a 1'ensemencement

de la génération suivante. La génération suivante se déroule comme décrit ci dessus.

L'expérience s'est achevée apres huit générations d'exposition.

2.2.Echantillonnages, montages et mesures morphométriques
sur les adultes

Dans tous les traitements, pour chaque aquarium et a chaque génération, cinq males et
cinq femelles ont été prélevés pour des mesures morphométriques sur les adultes. Afin
d'éviter autant que possible une sélection inconsciente face au choix des individus, la
technique d'échantillonnage illustrée par la figure 12 a permis d'obtenir un échantillon
représentatif de la population. Ainsi pour chaque aquarium, pour les adultes males puis
les adultes femelles, cing prélévements consécutifs de cinq individus ont été faits. Pour

chaque prélévement, un seul individu a servi aux mesures morphométriques.

8 Des essais préliminaires ont permis de mettre en évidence 'absence d'effet du passage des masses

d'ceufs a 4°C sur I'éclosion des ceufs et la viabilité des larves fraichement écloses.
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Figure 12. Schéma descriptif de la technique d'échantillonnage des males et des
femelles adultes pour chaque aquarium a chaque génération permettant de limiter toute

sélection inconsciente.
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La paire d'ailes ainsi que la paire de pattes antérieures ont été prélevées et montées sur
des lames de microscope recouvertes de scotch double face transparent, le tout surmonté

d'un lamelle (figure 13).
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Figure 13. Chironomus riparius adulte mdle (4) et femelle (B).
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Au total, sept caracteres ont été mesurés a l'aide d'une loupe binoculaire reliée a une
caméra et un ordinateur muni d'un logiciel d'analyse d'image: cinq au niveau des ailes,
et deux au niveau des pattes antérieures (figure 14). L'adulte chironome présentant un
plan de symétrie bilatérale, les mesures ont été faites a la fois du c6té gauche et du coté

droit.
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Figure 14. Détails d'une aile de Chironomus riparius (A) femelle, (B) male. (C)

Caracteres morphologiques mesurés sur les ailes. (D) Caracteres morphologiques

mesurés sur les pattes antérieures.
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2.3.Mesures physico-chimiques

La température, le pH, I'oxygeéne dissous et la conductivité ont été mesurés dans chaque
aquarium a JO, J6, et J14, avant 1'ajout quotidien de nourriture. Un prélévement d'eau
(10 mL) a également été effectué les mémes jours dans chaque aquarium, filtré (0,45

um) puis acidifié (2% HNO;), et stocké a 4°C jusqu'au dosage de 1'uranium.

2.4.Mesures biologiques

2.4.1.Nombre d'émergences

A chaque génération et pour chaque aquarium, le nombre total d'adultes ayant émergé a

été calculé.

2.4.2. Temps d'émergence des adultes

La période d'émergence étant de type bimodale (les males émergent plus tot que les
femelles), le temps d'émergence moyen a été étudié¢ en distinguant le sexe (Armitage et

al., 1995; Ducrot, 2005).

A chaque génération et pour chaque aquarium, le jour ou 50% des émergences ont eu
lieu (EmTsy) a été calculé en ajustant un modéele logistique a quatre parameétres sur le
nombre cumulé d'émergences quotidiennes entre J12 et J30. L'ajustement du mode¢le sur

les données a ét¢é fait a 1'aide du logiciel R et du package DRC (Ritz et Streibig, 2005).

2.4.3.Tailles des adultes

La taille de chaque caractére correspondait a la valeur moyenne entre le c6té gauche et
le coté droit. A partir des valeurs moyennes des sept caractéres mesurés sur les ailes et
les pattes, pour chaque aquarium a chaque génération, une Analyse en Composante

Principale (ACP) a permis de calculer pour chaque observation une taille moyenne des
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adultes males et femelles. L'ACP a permis d'extraire les indices indépendants de taille et
de forme, la premiere composante principale correspondant a la taille, la seconde a la
forme (Roff et Bradford, 1998; Gilchrist et al., 2001; Akesson et al., 2007). Ainsi pour
chaque observation, la projection sur le premier axe principal de 'ACP a été la taille

moyenne en unité PC1.

2.4.4.Asymétrie fluctuante des adultes

Pour chaque caractére, la différence entre le coté droit et le coté gauche (D-G) des
individus a été calculée. Afin de considérer les différences (D-G) comme étant de
l'asymétrie fluctuante (AF), une analyse statistique préalable a été faite en suivant la
démarche suivante (Palmer et Strobeck, 1992; Palmer, 1994; Palmer et Strobeck, 2001;
Signoret, 2008):

(1) L'élimination des points aberrants a ét¢ réalisée a partir du graphique représentant
la taille moyenne d'un trait d'un individu (D+G)/2, en fonction de la valeur absolue
de la différence entre les cotés |D-G|, indépendamment pour chaque génération et
chaque caractere.

(i) L'évaluation des erreurs de mesures a permis de vérifier si celles-ci étaient
significativement inférieures a I'AF. Pour cela, un sous échantillon de 57 individus a
¢été pris aléatoirement. Les caractéres ont ét€¢ mesurés trois fois. Une ANOVA a deux
facteurs — facteur « coté » et facteur « individu » - a été faite pour chaque caractere
(Palmer et Strobeck, 1992; Bonzom, 1999; Demers, 1999; Edwards, 2004; Piscart et
al., 2005). D'autre part, l'indice de reproductibilité¢ des mesures ME4 et 1'erreur de
mesure ME3 définis par Palmer et Strobeck (2001) ont été calculés sur la base des
résultats de 'ANOVA a deux facteurs, ainsi que ceux d'une ANOVA a un facteur
(« individu »).

(iii) L'absence d'asymétrie directionnelle a été vérifiée a l'aide d'un test-t en
comparant (D-G) a zéro pour chaque caractére a chaque génération (Pither et Taylor,
2000; Estes et al., 2005; Villisics et al., 2005). Un test de Kolmogorov-Smirnov a

permis également de vérifier la normalité de la distribution, et par conséquent
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I'absence d'antisymétrie pour chaque caractére a chaque génération (Edwards,
2004; Piscart, 2004).

(iv) La taille dépendance de (D-G) a ét¢ vérifiée pour chaque caractére a chaque
génération a l'aide d'une régression linéaire simple de [D-G| en fonction de la taille
moyenne du caractére (D+G)/2. De plus, une régression linéaire entre le logarithme
de la variance de (D-G) et la moyenne (D+G)/2 a été réalisée a chaque génération

afin de vérifier la taille dépendance entre les caractéres (Palmer, 1994).

L'ensemble de ces vérifications (c.f. annexe 3) a permis de choisir a partir de (D-G) un
indice d'AF appropri¢ pour chaque caractére, I'indice FA2 (Palmer, 1994):

ID-G
(D+GJ/2

A partir des valeurs de FA2 moyenne pour chaque aquarium a chaque génération, un

FA4’=

indice global d'AF a été calculé en distinguant I'AF au niveau des ailes a celle des
pattes, le niveau d'AF pouvant varier différemment d'un trait morphologique a I'autre
(Clarke et al., 2000; Clarke, 2003). Ainsi pour chaque organe, une ACP a permis
d'extraire le niveau global d'AF, correspondant a la premicére composante principale.
Pour chaque observation, la projection sur le premier axe principal de 'ACP a été utilisé

comme valeur d'AF moyenne en unité PC1.

2.4.5.Fécondité des femelles

Le nombre d'ceufs par masse pondue a été évalué suivant la méthode du ring-count
(Benoit et al., 1997). Cette méthode consiste a compter le nombre d'anneaux composant
la masse et a multiplier par le nombre d'ceufs moyen par anneau (moyenne réalisée sur

trois anneaux) (figure 15).
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Figure 15. Masses d'ceufs de Chironomus riparius.
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Les femelles ne se reproduisant qu'une fois dans leur vie, le comptage du nombre d'ceufs
par masse a €té choisi comme critére pour estimer la fécondité des femelles (Ducrot,
2005). Ainsi pour chaque aquarium et a chaque génération, le nombre moyen d'ceufs par

masse pondue a été calculé.

2.4.6.Succes d'éclosion

Le succes d'éclosion a été déterminé pour les masses d'ceufs pondues avant J22. Des
tests préliminaires ont permis de voir la nature binaire de 1'éclosion des masses d'ceufs
(pas d'éclosion, > 90% d'ceufs éclos). Par conséquent, pour évaluer le succes d'éclosion
des masses d'ceufs pour chaque aquarium a chaque génération, le taux de masses écloses
a été calculé, I'éclosion de la masse étant vérifié a J28, soit six jours au moins apres la

ponte (Benoit et al., 1997).

2.5.Analyses statistiques

2.5.1.ANOVA a mesures répétées

Aprés transformation éventuelle et vérification de la normalité ainsi que de
I'homogénéité de variances des données, une analyse de variance a mesures répétées
(ANOVAr) a permis pour chaque critere d'étudier l'effet du traitement (variable
catégorielle), I'effet des générations (variable continue) et leur interaction (Zar, 1999).
Des comparaisons deux a deux (test de Newman et Keuls) sur la premiere et la derniére
génération ont permis de fixer des seuils de toxicité pour chaque critére en début et en
fin d'expérience. Ainsi ont ¢ét¢ déterminées des NOEC (Non Observed Effect
Concentration: concentration la plus élevée sans effet significatif) et des LOEC (Lowest
Observed Effect Concentration: concentration pour laquelle on observe les premiers

effets significatifs).
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2.5.2.Réponses évolutives

Dans le cadre d'expérience de sélection en laboratoire, l'estimation de la réponse
évolutive d'un trait phénotypique revient a calculer la pente d'une régression linéaire de
sa valeur en fonction du temps (Hendry et Kinnison, 1999). A partir des valeurs
moyennes obtenues pour chaque aquarium, entre la troisieme (F2) et la huitieme
génération (F7), une régression linéaire pour chaque traitement a permis de calculer la
réponse évolutive correspondant & la pente de la régression avec un intervalle de
confiance a 95% (IC95%). Les deux premicres générations ont été¢ exclues de cette
analyse, du fait de leur environnement différent par rapport aux générations suivantes :
(1) la premiére génération (F0), qui a subi le changement d'environnement, est soumise
directement a son environnement ainsi qu'a I'environnement des parents (conditions
d'¢levage) via d'éventuels effets maternels (Falconer et Mackay, 1996; Risénen et
Kruuk, 2007; Gagliano et Mc Cormick, 2007);

(i1) la seconde génération (F1) a subi son environnement directement et éventuellement
des effets maternels;

(i11) a partir de la troisiéme génération (F2), I'environnement devenant constant, la

sélection devient constante au fil des générations.

Pour chaque critere phénotypique, les différences de réponse évolutive entre les

traitements ont ét¢ mises en évidence par comparaison des pentes.

2.5.3.Analyse en composante principale sur les variables de fitness

L'ensemble des criteres liés a la fitness des populations (nombre total d'émergence,
temps d'émergence, taille des adultes, fécondité, succes d'éclosion) mesurés au cours de

l'expérience 2 ont fait 1'objet d'une ACP.

3.Résultats

Les résultats de la contamination du sédiment artificiel, ainsi que le suivi physico-

chimique au cours des générations sont décrits en annexe 4. Par simplification, chaque
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traitement est référencé selon sa concentration nominale d'uranium présent dans le

sédiment sec.

3.1.Nombre d'émergences

Au cours de l'expérience 2, le nombre moyen d'émergence dans le traitement contrdle (0
ug U g' ps) toutes générations confondues a été de 151 émergences, soit un
pourcentage moyen de 75,5%. Le pourcentage d'émergence a été supérieur a 70% (140
émergences) a toutes les générations, excepté aux générations F1 (121,3 émergences) et

F6 (131,3 émergences) (figure 17).

L'ANOVA a mis en évidence un effet significatif du traitement (Fso= 75,7; p < 0,001),
de la génération (F;,,= 3,6; p <0,05), et de l'interaction traitement X génération (F,; 6=

4,8; p <0,001) sur le nombre d'émergence (tableau 10).
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Tableau 10. Résultats de I'ANOVA sur la valeur moyenne des traits mesurés pour

chaque traitement a chaque génération (n = 4). Les comparaisons deux a deux (test de

Newman et Keuls) ont permis de déterminer a la premiere (F0) et la derniere

geénération (F7) des seuils de toxicité de l'uranium (NOEC, LOEC; p < 0,05).

Trait mesuré

ANOVA
Effet Effet

traitement génération
Fso= Fra=

Test de Newman et Keuls

Interaction traitement lere génération 8eme

X génération
Fargs =

(F0)

NOEC LOEC NOEC LOEC
wg U (ug U (ug U (ug U

genération (F7)

g'ps) g'ps) g'ps) g'ps)

Nombre 75,73 ¥*¥* 362 * 3,95 *** 32 64 64 128
d'émergence

EmT50 mdale 9,36 ¥* 2530 *** 525 *%%* - - - -
(jour)

EmT50 femelle 2,79 26,98 *¥** 325 x** - - - -
(jour) (p=0,1)

Taille mdle 16,19 *** ]7,78 *** 5 67 *** 32 64 - -
(PCI)

Taille femelle 13,81 ** 12,07 *** 5,85 *** 32 64 - -
(PCI1)

AF aile 13,42 **% 30,79 *** 3,64 *** - 32 - -
(PCI1)

AF patte 3,87 * 10,78 *** 0,91 (p = 0,25) - - - -
(PCI)

Nombre d'ceufs 8,11 ** 4,49 ** 2,60 ** 32 64 64 128
par masse

Taux de 4,16 * 4,19 ** 4,39 *** 64 128 64 128
masses

ecloses

NOEC: Non Observed Effect Concentration (concentration la plus élevée pour laquelle aucun effet

n'a été observeé).

LOEC: Lowest Observed Effect Concentration (concentration la plus faible pour laquelle un effet a

été observé).

*p < 0,05; % p < 0,01; ** p < 0,001.
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A la génération FO, un effet dose-réponse a été observé (figure 17.B). Le nombre
d'émergences a significativement diminu¢ avec l'augmentation de la concentration en
uranium a partir du traitement 64 ug U g' ps (tableau 10). Le nombre moyen
d'émergences a respectivement été de 159,5, 142,5, 93,0, 61,8 pour les traitements 0, 32,

64, 128 pg U g ps.

Dans le traitement 64 ug U g™ ps, au cours des générations F3 et F4, un développement
trés important de biofilm a été observé dans tous les répliquats (figure 16). Ce
développement anormal a entrainé une surmortalité observable au niveau du nombre
d'émergences (figure 17.A). Pour ce traitement, les comparaisons deux a deux des
générations ont montré des différences significatives entre les générations F3 et F4, et

les générations F1, F2, F5, et F7.
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Figure 16. A gauche, photo d'un aquarium présentant une surface de sédiment d'aspect
classiquement observé a 10 jours au cours de l'expérience. Au centre et a droite, photos
d'aquarium du traitement 64 ug U g ps présentant un développement trés important de

biofilm a la surface du sédiment apres dix jours, au cours des générations F3 et F4.
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A la génération F7, un effet dose-réponse a été observé (figure 17.C). Le nombre
d'émergence a significativement diminué¢ avec l'augmentation de la concentration en
uranium a partir du traitement 128 ug U g' ps (tableau 10). Le nombre moyen
d'émergences a respectivement ét¢ de 164,3, 135,8, 133,5, 75,9 pour les traitements 0,

32,64,128 ug U g ps.

Entre la premiére (FO) et la derni¢re génération (F7), le nombre moyen d'émergences a
varié de +2,9% pour le traitement controle, -4,9% pour le traitement 32 pug U g ps,
+35,8% pour le traitement 64 ug U g ps, et +20,4% pour le traitement 128 pug U g ps
(figure 17).
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Figure 17. (4) Evolution du nombre total d'émergences (moyenne + ES) a chaque
génération en fonction du traitement. (B) Nombre total d'émergences a la génération
FO, et (C) a la génération F7. Pour chaque condition, n=4. *** jndique une différence
significative avec le traitement témoin (0 ug U g ps) a p<0,001 (test de Newman et
Keuls).
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L'é¢tude de la réponse évolutive du nombre d'émergence entre la génération F2 et la
génération F7 a montré une évolution significative pour le traitement 32 pg U g™’ ps. Le
nombre d'émergences a diminué de 14,05 individus par génération (tableau 11). Pour les

autres traitements, les régressions linéaires n'ont pas été significatives (p > 0,05).
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Tableau 11. Réponse évolutive des traits mesurés pour chaque traitement entre la
géneration F2 et F7, calculée grdce a la pente obtenue par régression linéaire en

fonction de la génération.

Trait mesuré Traitement  Pente ES t p 1C95%
(ug Ug' ps)
Nombre 0 -2,55 3,21 -0,80 0,43 -921 4,10
d'émergence’ 32 -14,05 4,10 -3,42 *ok -22,67 -5,43
64 -3,05 3,61 -0,85 0,41 -10,80 4,69
128 2,28 3,60 0,63 0,53 -5,19 9,70
EmT50 male (jour)® 0 -0,57 0,06 -8,77 *E* -0,70  -0,43
32 -0,41 0,12 -3,42 ** -0,67 -0,16
64 -0,03 0,11 -0,27 0,79 -0,26 0,20
128 -0,40 0,14 -2,80 * -0,70 -0,10
EmT50 femelle 0 -0,68 0,10 -6,73 HoHE -0,90 -0,47
(jour)* 32 -0,60 0,16 -3,70 HoEE -0,93  -0,26
64 -0,15 0,15 -1,01 0,33 -047 0,17
128 -0,52 0,22 -2,33 * -0,98 -0,06
Taille male (PC1) 0 -0,25 0,13 -1,97 0,06 -0,51 0,01
32 0,15 0,10 1,44 0,17 -0,06 0,36
64 0,44 0,15 2,95 *k 0,13 0,76
128 0,29 0,11 2,59 * 0,06 0,53
Taille femelle (PC1) 0 -0,21 0,14 -1,53 0,14 -0,49 0,07
32 0,14 0,18 0,81 0,43 -0,22 0,51
64 0,63 0,18 3,56 ok 0,26 0,99
128 0,69 0,18 3,93 oAk 0,33 1,05
AF aile (PCI) 0 -0,16 0,12 -1,30 0,21 -0,41 0,10
32 -0,30 0,11 -2,81 *k -0,52  -0,08
64 -0,54 0,19 -2,80 ok -0,94 -0,14
128 -0,29 0,10 -2,75 * -0,50 -0,07
AF patte (PC1) 0 -0,26 0,09 -2,98 HoE -0,44  -0,08
32 -0,21 0,08 -2,65 * -0,38  -0,05
64 -0,11 0,08 -1,41 0,17 -0,28 0,05
128 -0,16 0,09 -1,92 0,07 -0,34 0,01
Fécondité (Nombre 0 3,36 4,67 0,72 0,48 -6,32 13,05
d'ceufs par femelle) 32 18,81 6,83 2,75 ok 4,63 32,98
64 19,55 4,48 4,37 oAk 10,26 28,83
128 8,60 6,89 1,25 0,23 -5,68 22,87
% de masses 0 -0,04 0,02 -1,99 0,06 -0,08 0,00
écloses 32 -0,04 0,02 -1,82 0,08 -0,10 0,01
64 0,03 0,02 1,75 0,09 -0,01 0,07
128 0,04 0,03 1,44 0,16 -0,02 0,09

“ les données obtenues pour le traitement 64 ug U g ps d la quatriéme génération (F3) et d
la cinquieme génération (F4) ont été exclues des analyses (cf texte).
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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3.2. Temps d'émergence

L'ANOVA sur EmT50 male a mis en évidence un effet significatif du traitement (F;o =
9.4; p < 0,01), de la génération (F-, = 25,3; p < 0,001) et de l'interaction traitement X
génération (F» 6= 15,3; p <0,001; tableau 10).

A la génération FO, aucun effet dose-réponse n'a été observé (figure 18.B). Tout

traitement confondu, la moyenne d'EmT50 male a été de 16,1 jours.

Dans le traitement 64 ug U g™’ ps, au cours des générations F3 et F4, un développement
trés important de biofilm a été observé dans tous les répliquats. Ce développement
anormal a entrainé une augmentation importante du temps d'émergence des males
(figure 18.A). Pour ce traitement, les comparaisons deux a deux ont montré¢ que EmT50
male aux générations F3 et F4 étaient significativement plus élevées qu'aux autres

générations.

A la génération F7, aucun effet dose-réponse n'a été observé (figure 18.C). Tout

traitement confondu, la moyenne d'EmT50 male a ét¢ de 14,0 jours.

Entre la premicre (FO) et la derniére génération (F7), le temps d'émergence a varié: -2,5
jours soit une variation de -16,2% pour le traitement contrdle; -1,8 jours (-12,3%) pour
le traitement 32 pg U g ps ; -1,5 jours (-10,3%) pour le traitement 64 ug U g”' ps; -2,5
jours (-16,2%) pour le traitement 128 pg U g ps (figure 18), -2,1 jours (-14%) tout

traitement confondu.
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Figure 18. (A) Evolution de I'EmT50 mdle (moyenne + ES) au fil des générations en

fonction du traitement. (B) EmT50 male a la génération F0, (C) et a la génération F7.

Pour chaque condition, n=4.
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L'ANOVA sur EmT50 femelle a mis en évidence l'absence d'effet significatif du
traitement (Fso = 2,8; p = 0,10), un effet significatif de la génération (F;,, = 27,0; p <
0,001), et de I'interaction traitement X génération (F,; 6= 3,3; p <0,001; tableau 10).

A la génération FO, aucun effet dose-réponse n'a été observé (figure 19.B). Tout

traitement confondu, 'EmTS50 femelle a été 18,6 jours.

Dans le traitement 64 pug U g ps, au cours des générations F3 et F4, un développement
trés important de biofilm a été observé dans tous les répliquats. Ce développement
anormal a semble-t-il, entrainé une augmentation importante du temps d'émergence des
femelles (figure 19.A). Pour ce traitement, les comparaisons deux a deux ont montré
que EmT50 méle aux générations F3 et F4 étaient significativement plus élevés qu'aux

autres générations.

A la génération F7, aucun effet dose-réponse n'a été observé (figure 19.C). Tout

traitement confondu, 'EmT50 femelle a été 15,8 jours.

Entre la premiere (FO) et la derniere génération (F7), le temps d'émergence des femelles
a diminué: -3,3 jours soit une variation de -19,4% pour le traitement contrdle; -3,4 jours
(-19,9%) pour le traitement 32 ug U g ps ; -1,9 jours (-11,3%) pour le traitement 64 ug
U g ps; -2,6 jours (-15,0%) pour le traitement 128 pug U g ps (figure 19), -2,8 jours (-

16,3%) tout traitement confondu.
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Figure 19. (4) Evolution de I'EmT50 femelle (moyenne + ES) au fil des générations en
fonction du traitement. (B) EmT50 femelle a la génération FO, et (C) a la génération

F7. Pour chaque condition, n=4.
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L'étude de la réponse évolutive de EmT50 male entre la génération F2 et la génération
F7 a montré une évolution significative pour les traitements 0, 32, et 128 ug U g™’ ps ,
respectivement -0,57 , -0,41 , -0,40 jours par génération (tableau 11). Pour le traitement

64 pg U g ps, la régression linéaire n'a pas été significative (p > 0,05).

L'é¢tude de la réponse évolutives de EmTS0 femelle entre la génération F2 et la
génération F7 a montré une évolution significative pour les traitements 0, 32, et 128 pug
U g ps, respectivement -0,68 , -0,60 , -0,52 jours par génération (tableau 11). Pour le

traitement 64 pg U g ps, la régression linéaire n'a pas été significative (p > 0,05).

3.3.Tailles des adultes

L'analyse en composante principale réalisée sur les sept mesures moyennes des adultes
males et femelles au niveau des ailes et des pattes a mis en évidence deux composantes
principales de valeurs propres supérieures a un. Ces deux composantes expliquent
88,1% de la variance totale des mesures (figure 20, tableau 12). A I’exception du trait
«aile 1 », tous les traits ont contribué de mani¢re modérée a la premiére composante.
En revanche, la variable « aile 1 » a été la seule a contribuer a la seconde composante.
On peut donc considérer la premiére composante comme un indice de taille moyenne de

l'adulte, alors que la seconde composant correspondrait a la forme de l'aile.

Expérience 2: Modifications phénotypiques d'une population exposée a l'uranium pendant huit 132
générations



«OpgUg-1 m32pgUg-1a64pgUg-1x128 ug U g-1

Femelles

Axe 2: forme (16,89%

Axe 1: taille (71,18%)

Figure 20. Projection sur les deux axes principaux de I’ACP des sept traits
morphométriques mesurés sur les adultes C. riparius (par traitement). L’axe 1

correspond a la taille de [’adulte, et I’axe 2 a la forme (Gilchrist et al., 2001).

Tableau 12. Contributions des traits morphométriques des ailes et des pattes sur les

corrélations de I'ACP,

Trait Facteur  Facteur
mesuré 1 2
(71,18%) (16,89%)
Ailes 1 0,023 0,743
2 0,177 0,052
3 0,176 0,044
4 0,184 0,000
5 0,172 0,088
Pattes 11 0,110 0,009
i 0,157 0,064
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L'ANOVA sur la taille des males a mis en évidence un effet significatif du traitement
(Fs0=16,2; p < 0,001), de la génération (F7, = 17,8; p < 0,001), et de l'interaction
traitement X génération (F»163=5,7; p <0,001)(tableau 10).

A la génération FO, un effet dose-réponse a été observé (figure 21.B). La taille des males
a significativement diminu¢ avec 1'augmentation de la concentration en uranium a partir
du traitement 64 ug U g ps (tableau 10). La taille moyenne des méles a respectivement
été de 0,95, -0,29, -1,41, -4,18 unités PC1 pour les traitements 0, 32, 64, 128 pg U g
ps.

A la génération F7, aucun effet dose-réponse n'a été¢ observé (figure 21.B; tableau 10).
La taille moyenne des males a respectivement été¢ de -1,83, -0,31, -0,66, -1,08 unités

PC1 pour les traitements 0, 32, 64, 128 ug U g ps.

Entre la premicre (FO) et la derniére génération (F7), la taille moyenne des males a varié
de -2,8 unités PCI1 pour le traitement contrdle, 0 unités PC1 pour le traitement 32 ug U
g! ps, +0,8 unités PC1 pour le traitement 64 pg U g ps, et +3,1 unités PC1 pour le
traitement 128 ug U g™ ps (figure 21).
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Figure 21. (4) Evolution de la taille des males (moyenne + ES) au fil des générations en
fonction du traitement. (B) Tailles des males a la génération F0, et (C) a la génération
F7. Pour chaque condition, n=4. ** et *** indiquent une différence significative avec le
traitement témoin (0 ug U g’ ps) respectivement a p < 0,01, et p < 0,001 (test de

Newman et Keuls).

Expérience 2: Modifications phénotypiques d'une population exposée a l'uranium pendant huit 135
générations



L'ANOVA sur la taille des femelles a mis en évidence un effet significatif du traitement
(Fs0 = 13,8; p < 0,01), de la génération (F;» = 12,1; p < 0,001), et de l'interaction
traitement X génération (F»1 6= 3,3; p <0,001)(tableau 10).

A la génération FO, un effet dose-réponse a été observé (figure 22.B). La taille des
femelles a significativement diminué avec l'augmentation de la concentration en
uranium a partir du traitement 64 pg U g ps (tableau 10). La taille moyenne des
femelles a respectivement été de 2,65, 2,84, 0,75, -2,75 unités PC1 pour les traitements

0,32,64, 128 ug U g ps.

A la génération F7, aucun effet dose-réponse n'a été¢ observé (figure 22.B; tableau 10).
La taille moyenne des femelles a respectivement été de 1,43, 1,43, 2,37, 2,25 unités PC1

pour les traitements 0, 32, 64, 128 ug U g”! ps.

Entre la premicre (FO) et la derniére génération (F7), la taille moyenne des males a varié
de -1,22 unités PC1 pour le traitement contréle, -1,41 unités PC1 pour le traitement 32
ug U g ps, +1,63 unités PC1 pour le traitement 64 pg U g ps, et +5,00 unités PC1
pour le traitement 128 pg U g' ps (figure 22).
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Figure 22. (A) Evolution de la taille des femelles (moyenne + ES) au fil des générations
en fonction du traitement. (B) Tailles des femelles a la génération FO, et (B) a la
génération F7. Pour chaque condition, n=4. * et *** indiquent une différence
significative avec le traitement témoin (0 ug U g-1 ps) respectivement a p<0,05, et

p<0,001 (test de Newman et Keuls).
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L'é¢tude de la réponse évolutive de la taille des males entre la génération F2 et la
génération F7 a montré une évolution significative pour les traitements 64, et 128 pg U
g' ps, respectivement +0,44, +0,29 unités par génération (tableau 11). Pour les
traitements 0 et 32 pg U g ps, les régressions linéaires n'ont pas été significatives (p >

0,05).

L'étude de la réponse évolutive de la taille des femelles entre la génération F2 et la
génération F7 a montré une évolution significative pour les traitements 64, et 128 ug U
g! ps, respectivement +0,63, +0,69 unités par génération (tableau 11). Pour les
traitements 0 et 32 pg U g ps, les régressions linéaires n'ont pas été significatives (p >

0,05).

3.4.Asymétrie fluctuante des adultes

L'analyse en composante principale réalisée sur le niveau d'asymétrie fluctuante (AF)
des ailes a révélé une seule composante principale de valeur propre supérieure a un.
Cette composante (niveau total d'AF) explique 70,3% de la variance totale des mesures.
La contribution du niveau d'AF de chaque trait mesuré selon le niveau d'AF total est

pour les traits 1, 2, 3, 4, 5 respectivement de 0,14, 0,19, 0,22, 0,23, 0,21.

L'ANOVA sur I'AF des ailes a mis en évidence un effet significatif du traitement (F;o=
13,4; p <0,01), de la génération (F;,,=12,1; p <0,001), et de l'interaction traitement X
génération (Fa1 6= 15,9; p <0,001)(tableau 10).

A la génération FO, un effet dose-réponse a été observé (figure 23.B). L'AF aile a
significativement augmenté avec l'augmentation de la concentration en uranium a partir
du traitement 32 pg U g ps (tableau 10). L'AF aile moyenne a respectivement été de

-1,08, 1,13, 1, 98, 4,89 unités PC1 pour les traitements 0, 32, 64, 128 ug U g”' ps.
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A la génération F7, aucun effet dose-réponse n'a été observé (figure 23.B; tableau 10).
L'AF aile moyenne a respectivement été de -0,94, -2,05, -0,96, -1,20 unités PC1 pour les
traitements 0, 32, 64, 128 ug U g™ ps.

Entre la premiére (FO) et la derniére génération (F7), I'AF aile a varié¢ de +0,14 unités
PC1 pour le traitement contrdle, -3,18 unités PC1 pour le traitement 32 ug U g ps,
-2,94 unités PC1 pour le traitement 64 pg U g ps, et -6,09 unités PC1 pour le
traitement 128 pug U g™ ps (figure 23).
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Figure 23. (A) Evolution de I'AF des ailes (moyenne + SE) au fil des générations en

fonction du traitement. (B) AF des ailes a la génération FO0, et (C) a la génération F7.

Pour chaque condition, n=4. * et *** indiquent une différence significative avec le

traitement témoin (0 ug U g’ ps) respectivement a p < 0,05, et p < 0,001 (test de

Newman et Keuls).
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L'analyse en composante principale réalisée sur le niveau d'asymétrie fluctuante (AF)
des pattes a révélée une seule composante principale de valeur propre supérieure a un.

Cette composante (niveau total d'AF) explique 70,0% de la variance totale des mesures.

L'ANOVA sur I'AF des pattes a mis en évidence un effet significatif du traitement (F;o=
3,87; p < 0,05), et de la génération (F;,; = 10,78; p < 0,001), et l'absence d'effet

significatif de I'interaction traitement X génération (F,; 6= 0,91; p = 0,25; tableau 10).

A la génération FO, aucun effet dose-réponse n' a été observé (figure 24.B). L'AF patte
moyenne a respectivement été de 1,21, 0,54, 1,65, 2,32 unités PC1 pour les traitements

0,32,64,128 pg U g’ ps.

A la génération F7, aucun effet dose-réponse n'a été observé (figure 24.B; tableau 10).
L'AF patte moyenne a respectivement été de -1,27, -1,05, -0,82, -0,30 unités PC1 pour
les traitements 0, 32, 64, 128 ug U g”! ps.

Entre la premicre (FO) et la derni¢re génération (F7), I'AF patte a varié¢ de -2,48 unités
PC1 pour le traitement contrdle, -1,59 unités PC1 pour le traitement 32 ug U g ps,
-2,48 unités PC1 pour le traitement 64 pg U g’ ps, et -2,62 unités PC1 pour le
traitement 128 pug U g™ ps (figure 24).
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Figure 24. (4) Evolution de I'AF des pattes (moyenne + ES) au fil des générations en
fonction du traitement. (B) AF des pattes a la génération FO0, et (C) a la génération F7.

Pour chaque condition, n=4.
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L'étude de la réponse évolutive de AF aile entre la génération F2 et la génération F7 a
montré une évolution significative vers une réduction de I'AF pour les traitements 32,
64, et 128 ug U g' ps , respectivement -0,30 , -0,54 , -0,29 unités par génération
(tableau 11). Pour le traitement 0 ug U g' ps, la régression linéaire n'a pas été

significative (p < 0,05).

L'étude de la réponse évolutive de AF patte entre la génération F2 et la génération F7 a
montré une évolution significative vers une réduction de 1'AF pour les traitements 0, et
32 ug U g'! ps, respectivement -0,26 , -0,21 unités par génération (tableau 11). Pour les
traitements 64, et 128 pug U g' ps, la régression linéaire n'a pas été significative (p >

0,05).

3.5.Fécondité des femelles

L'ANOVA sur le nombre moyen d'ceufs par masse a mis en évidence un effet significatif
du traitement (Fs;y = 8,1; p < 0,01), de la génération (F;2; = 4,5; p < 0,01), et de

l'interaction traitement X génération (F 6= 2,6; p < 0,01; tableau 10).

A la génération FO, un effet dose-réponse a été observé (figure 25.B). Le nombre d'ceufs
par masse a significativement diminué¢ avec l'augmentation de la concentration en
uranium a partir du traitement 64 pg U g ps (tableau 10). Le nombre moyen d'ceufs par
masse a respectivement été¢ de 675, 643, 580, 608 ceufs pour les traitements 0, 32, 64,

128 ug U g' ps.

A la génération F7, un effet dose-réponse a été observé (figure 25.C). Le nombre d'ceufs
par masse a significativement diminué avec l'augmentation de la concentration en
uranium a partir du traitement 128 pug U g™ ps (tableau 10). Le nombre moyen d'ceufs
par masse a respectivement été de 654, 660, 685, 577 ceufs pour les traitements 0, 32,

64, 128 pg U g ps.
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Entre la premiére (FO) et la derniére génération (F7), le nombre moyen d'ceufs par masse
a varié de -3,2% pour le traitement controle, +2,6% pour le traitement 32 pg U g™ ps,
+16,5% pour le traitement 64 ug U g ps, et -5,1% pour le traitement 128 ug U g ps
(figure 25).
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Figure 25. (A) Evolution du nombre d'eeufs par masse (moyenne + ES) au fil des
générations en fonction du traitement. (B) Nombre d'ceufs par masse a la génération
FO0, et (C) a la génération F7. Pour chaque condition, n=4. * et ** indiquent une
différence significative avec le traitement témoin (0 ug U g ps) respectivement a p <

0,05, et p < 0,01 (test de Newman et Keuls).
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L'étude de la réponse évolutive du nombre d'ceufs pas masse entre la génération F2 et la
génération F7 a montré une évolution significative pour les traitements 32, et 64 ng U g’
" ps , respectivement +18,81, +19,55 ceufs par masse par génération (tableau 11). Pour
les traitements 0 et 128 ug U g™ ps, la régression linéaire n'a pas été significative (p >

0,05).

3.6.Succes d'éclosion

L'ANOVA sur le succes d'éclosion des masses d'ceufs a mis en évidence un effet
significatif du traitement (F;o=4,2; p < 0,05), de la génération (F;,,=4,2; p <0,01), et

de l'interaction traitement X génération (F, 6= 4,4; p <0,001; tableau 10).

A la génération FO, un effet dose-réponse a été observé (figure 26.B). Le taux de masses
écloses a significativement diminué avec I'augmentation de la concentration en uranium
a partir du traitement 128 pg U g™ ps (tableau 10). Le taux de masses écloses moyen a

respectivement été de 0,89, 0,76, 0,73, 0,42 pour les traitements 0, 32, 64, 128 ug U g'!
ps.

A la génération F7, un effet dose-réponse a été observé (figure 26.C). Le taux de masses
écloses a significativement augmenté avec l'augmentation de la concentration en
uranium a partir du traitement 128 ug U g™ ps (tableau 10). Le taux de masses écloses a

respectivement été de 0,37, 0,31, 0,58, 0,68 pour les traitements 0, 32, 64, 128 ug U g™
ps.

Entre la premicre (FO) et la derniére génération (F7), le taux de masses d'ceufs écloses a
varié de -82,3% pour le traitement contrdle, -84,3% pour le traitement 32 pg U g ps,
-22,2% pour le traitement 64 ug U g ps, et +47,6% pour le traitement 128 ug U g™ ps
(figure 26).
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Figure 26. (A) Evolution du taux de masses écloses (moyenne + ES) au fil des
générations en fonction du traitement. (B) Taux de masses écloses a la génération F0,
et (C) a la genération F7. Pour chaque condition, n=4. ** et *** indiquent une
différence significative avec le traitement témoin (0 ug U g ps) respectivement a p <

0,01, et p < 0,001 (test de Newman et Keuls).
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L'étude de la réponse évolutive du taux de masses écloses entre la génération F2 et la
génération F7 n'a pas montré d'évolution significative pour tous les traitements (tableau

11).

3.7.Analyse en Composante Principale

L'analyse en composante principale (ACP) réalisée sur 1'ensemble des valeurs moyennes
des traits liés a la fitness des populations — génération et traitement confondus — a révélé
trois composantes principales de valeurs propres supérieures a un. Notons qu'en raison
du développement important de biofilm aux générations F3 et F4 du traitement 64 pg U
g’ ps, toutes les valeurs des traits liés a la fitness pour ces deux générations ont été
exclues de I'ACP. La premiére composante (PC1) a expliqué 36,5% de la variance
totale, la seconde composante (PC2) a expliqué 25,3% de la variance totale, et la
troisieme composante (PC3) a expliqué 15,8% de la variance totale. Au total, ces trois
composantes ont expliqué 77,7% de la variance totale des valeurs. La contribution de

chaque trait selon la composante principale est décrite dans le tableau 13.
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Tableau 13. Contributions des traits sur les corrélations de I'ACP,

Critére mesuré PC1 (36,5%) PC2(25,3%) PC3(158%)
Nombre total d'émergence 0,05 0,02 0,47
EmT50 male 0,16 0,26 0,03
EmT50 femelle 0,15 0,28 0,04
Taille des mdles 0,24 0,09 0,03
Taille des femelles 0,24 013 0,00
Nombre d'ceufs par masse 0,13 0,00 0,20
Taux de masses écloses 0,03 022 0,22

Tableau 14. Corrélations entre les traits et les composantes PC1, PC2, PC3 de I'’ACP.

Critere mesuré PCI (36,5%) PC2(25,3%) PC3 (15,8%)
Nombre total d'émergence r = 0,36 *** n.s. r=-0,73 ***
EmT50 mdle r=-0,65 *** p=_0,67 *** p=-0,19*
EmT50 femelle r=-0,65 *** y=-0,71 ¥*** y=_023 **
Taille des mdales r=2078 *** y=_04] *** p.s.

Taille des femelles r=078 ¥** p=_0)48 *** pg.

Nombre d'ceufs par masse r = 0,58 *** n.s. r=-0,47 ***

Taux de masses écloses r=027**  y=-0,62 ** p=(49 ***
Uranium r=-057 *** p=(),23 ** r =038 ***
Génération r=053*** r=043*** pns.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
n.s.: corrélation non significative (p > 0,05)
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Tous les traits ont été significativement corrélés avec la PC1 (tableau 14). Les traits
positivement corrélés avec la PC1 ont été le nombre d'émergences, la taille des males et
des femelles, le nombre d'ceufs pas masse, le taux de masses écloses. Les traits
négativement corrélés ont été le temps d'émergence des males et des femelles(figures
27.A et 29.A). La génération a été positivement corrélée avec la PC1 alors que la

concentration en uranium a été négativement corrélée .

Une ANOVA a été réalisée sur la PC1 en fonction du traitement et de la génération. Des
effets significatifs du traitement (F = 35,07; p < 0,001), de la génération (F = 35,18; p <
0,001), ainsi que de l'interaction traitement X génération (F = 3,19; p < 0,001) ont été

mis en évidence (figures 27.B, 29.B, et 28).

A la génération FO, la PCI a significativement diminué avec l'augmentation de la
concentration en uranium a partir du traitement 64 pg U g ps. La PC1 avait une valeur
moyenne de 1,04, 0,61, -0,77, -3,20 unités respectivement pour le traitement 0, 32, 64,

et 128 ug U g ps.

A la génération F7, aucun effet dose-réponse n'a été détecté. La PC1 avait une valeur
moyenne de 1,04, 1,37, 1,48, 0,42 unités respectivement pour le traitement 0, 32, 64, et

128 ug U g’ ps.

Entre la premiere (FO) et la derniére génération (F7), la PC1 n'a pas varié¢ pour le
traitement 0 ug U g ps, a varié de +1,98 unités pour le traitement 32 pg U g™ ps , de
+2,25 unités pour le traitement 64 pg U g™ ps, de +3,62 unités pour le traitement 128 ug
Ug'ps.
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Figure 28. PCI (moyenne = ES) a chaque génération en fonction du traitement. Pour

chaque condition, n=4.
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L'é¢tude de la réponse évolutive de la PCI1 entre la génération F2 et la génération F7 a
montré un évolution significative pour le traitement 0 ug U g ps (0,21 £ 0,09 unités par
génération; t = 2,25; p = 0,03), pour le traitement 32 ug U g ps (0,39 + 0,11 unités par
génération; t = 3,45; p <0,01), pour le traitement 64 pg U g ps (0,51 £+ 0,07 unités par
génération; t = 6,82; p < 0,001), pour le traitement 128 pg U g™ ps (0,63 + 0,13 unités
par génération; t = 4,87; p <0,001).

Aucun trait n'a été positivement corrélé avec la PC2 (tableau 14, figures 27.A). Les
traits négativement corrélés avec la PC2 ont été le temps d'émergence des males et des
femelles, la taille des males et des femelles, le taux de masses écloses. Aucune
corrélation significative n'a été mis en évidence entre la PC2 et le nombre d'émergence

(p = 0,06), ainsi que le nombre d'ceufs par masse (p = 0,34).

Notons que la génération a été positivement corrélée avec la PC2, ainsi que la

concentration en uranium.

Une ANOVA a été réalisée sur la PC2 en fonction du traitement et de la génération. Des
effets significatifs du traitement (F = 9,34; p < 0,001), de la génération (F = 25,36; p <
0,001), ainsi que de l'interaction traitement X génération (F = 11,41; p < 0,001) ont été

mis en évidence (figures 27.B, et 30).

A la génération FO, la PC2 a significativement augmenté avec l'augmentation de la
concentration d'uranium a partir du traitement 64 pg U g ps. La PC2 avait une valeur
moyenne de -2,17, -1,36, -0,57, 0,54 unités respectivement pour le traitement 0, 32, 64,

et 128 ug U g ps.

A la génération F7, la PC2 a significativement diminué avec l'augmentation de la
concentration d'uranium a partir du traitement 64 ug U g™ ps. La PC2 avait une valeur
moyenne de 1,69, 1,71, 0,58, 0,39 unités respectivement pour le traitement 0, 32, 64, et

128 ug U g ps.
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Entre la premiere (FO) et la derniere génération (F7), la PC2 a vari¢ de +3,86 unités
pour le traitement 0 ug U g™ ps, de +3,07 unités pour le traitement 32 ug U g™’ ps , de
+1,15 unités pour le traitement 64 pug U g ps, de -0,15 unités pour le traitement 128 pg

Ug' ps.
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Figure 30. PC2 (moyenne + ES) a chaque génération en fonction du traitement. Pour

chaque condition, n=4.
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L'étude de la réponse évolutive de la PC2 entre la génération F2 et la génération F7 a
montré un évolution significative pour le traitement 0 ug U g ps (0,63 = 0,07 unités par
génération; t = 8,57; p < 0,001), pour le traitement 32 ug U g ps (0,45 = 0,14 unités par
génération; t = 3,20; p < 0,01), et non significative pour le traitement 64 ug U g™ ps (-
0,20 + 0,14 unités par génération; t = -1,38; p = 0,19), et le traitement 128 ug U g™ ps
(0,07 + 0,14 unités par génération; t = 0,50; p = 0,62).

Seul le taux de masses écloses a présenté une corrélation positive avec la PC3 (tableau
14). Les traits négativement corrélés avec la PC3 ont été¢ le nombre d'émergences , le
temps d'émergence des males et des femelles, le nombre d'ceufs par masse(figures
29.A). Aucune corrélation significative n'a été mis en évidence entre la PC3 et la taille

des males (p = 0,05) et des femelles (p = 0,96).

Notons que la génération n'a pas été significativement corrélée avec la PC3 (p = 0,30),

alors que la concentration en uranium l'a été positivement.

Une ANOVA a ét¢ réalisée sur la PC3 en fonction du traitement et de la génération. Des
effets significatifs du traitement (F = 5,57; p < 0,01), de l'interaction traitement X

génération (F = 3,99; p < 0,001) ont ét¢ mis en évidence (figures 29.B, et 31).

A la génération FO, aucun effet dose-réponse n'a été¢ détecté. La PC3 avait une valeur
moyenne de -0,41, -0,24, 0,79, -0,16 unités respectivement pour le traitement 0, 32, 64,

et 128 ug U g ps.

A la génération F7, la PC3 a significativement augmenté avec l'augmentation de la
concentration d'uranium a partir du traitement 128 pg U g ps. La PC3 avait une valeur
moyenne de -0,92, -0,51, -0,29, 1,44 unités respectivement pour le traitement 0, 32, 64,

et 128 ug U g ps.

Entre la premiére (FO) et la derniere génération (F7), la PC3 a vari¢ de -0,51 unités pour

le traitement 0 ug U g™ ps, de -0,75 unités pour le traitement 32 ug U g ps, de -1,08
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unités pour le traitement 64 pug U g ps, de +1,60 unités pour le traitement 128 pg U g!
ps.
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Figure 31. PC3 (moyenne + ES) a chaque génération en fonction du traitement. Pour

chaque condition, n=4.
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L'étude de la réponse évolutive de la PC3 entre la génération F2 et la génération F7 a
montré une évolution non significative pour le traitement 0 pg U g™ ps (0,09 + 0,08
unités par génération; t =-1,07; p = 0,30), pour le traitement 32 pg U g ps (0,05 = 0,08
unités par génération; t = -0,60; p = 0,56), pour le traitement 64 pg U g™ ps (0,02 + 0,08
unités par génération; t = -0,26; p = 0,80), pour le traitement 128 pg U g ps (0,24 +
0,12 unités par génération; t = 1,94; p = 0,06).
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4.Discussion

Cette expérience a permis de caractériser les effets au niveau du stade adulte d'une
exposition de larves Chironomus riparius a un sédiment contaminé a l'uranium, et de

suivre les modifications phénotypiques au cours des huit générations d'exposition.

L'analyse de I'ensemble des mesures physico-chimiques décrites en annexe 4 a permis
de considérer tous les effets biologiques observés en fonction de la concentration en
uranium dans le milieu, et de la modification au cours des générations de la réponse des
populations de Chironomus riparius a sa présence. De plus, le pourcentage moyen
d'émergences dans le traitement contrdle au cours des huit générations supérieur a 70%

a validé les conditions d'exposition (EPA, 2000; OECD, 2001).

Au cours de la génération F3 et F4, un important développement de biofilm a la surface
du sédiment a été observé dans tous les répliquéts du traitement 64 pg U g™ ps (figure
16). Aucune des mesures réalisées durant ces deux générations n'a permis de relier ce
développement trés important a un des parameétres physico-chimiques mesurés. Les
conséquences de la présence d'un tel biofilm au niveau des traits phénotypiques mesurés
ont été un retard trés important des émergences males et femelles (figures 18 et 19),
cause probable de la baisse du nombre d'émergences (figure 17). Pour ces raisons, le
nombre d'émergence, ainsi que le temps d'émergence des males et des femelles du
traitement 64 ug U g’ ps aux générations F3 et F4 ont été exclus des analyses des
réponses évolutives du nombre d'émergences, du temps d'émergence des adultes, ainsi
que 1'ACP réalisée sur I'ensemble des valeurs moyennes des traits liés a la fitness des

populations.

4.1.Effets de 'uranium sur les adultes Chironomus riparius

Nos résultats révélent un effet important du traitement sur chaque trait mesuré, a
l'exception du temps d'émergence des femelles (EmT50 femelle)(tableau 10). Afin de

caractériser les effets de I'uranium sur les adultes Chironomus riparius, seront discutés
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pour chaque trait les résultats de la génération FO. En effet, c'est au cours de cette
génération que nos populations ont subi le changement d'environnement. Les
populations étant issues de la méme population d'élevage, seul un environnement

différent a été responsable des différences observées entre les traitements.

4.1.1.Nombre d'émergences

A la génération FO, une relation dose-réponse entre le nombre d'émergences et la
concentration en uranium a été mise en évidence, avec une LOEC de 64 ug U g™ ps
(figure 17). Ce seuil de létalité est inférieur a celui mesuré lors de l'expérience 1, ou
apres sept jours d'exposition, la survie des larves avait significativement diminué a
partir de 512 pug U g' ps (figure 5). Or des observations au cours de la période
d'émergence ont montré dans les traitements contaminés a l'uranium des larves d'une
taille supérieure au centimétre mortes a la surface du sédiment, et des émergences
avortées. Une mortalité tardive due a l'uranium est survenue entre le septiéme jour

d'exposition et I'émergence.

De nombreuses études sur Chironomus sp ont montré que la sensibilité des larves a la
présence de toxique diminuait avec le stade larvaire (Nebeker ef al., 1984; Williams et
al., 1986; Naylor et Howcroft, 1997; Ristola et al., 1999). Nos résultats sont du méme
ordre. En effet dans ces études, les auteurs ont exposé des larves a un toxique, en faisant
varier le stade des larves a l'ensemencement. La mortalité a ensuite été mesurée apres
quelques jours d'exposition. Ainsi a temps d'exposition équivalent, les larves de stade
précoce sont plus sensibles. A partir de ces résultats, il est communément admis que la
mortalit¢ de larves de Chironomus sp exposées a un toxique surviendrait en début
d'exposition. Si nos observations a la génération FO — mais également aux autres
générations — ont montré une mortalité tardive, elle ne peut pas expliquer a elle seule la
diminution du nombre d'émergences dans les traitements contaminés a l'uranium, le
nombres de larve mortes a la surface du sédiment ainsi que d'émergences avortées étant
relativement faible (<20). Néanmoins, celle-ci doit étre considérée, au vue de la

différence importante de seuil de mortalité entre la LOEC; jous de 512 pug U g ps
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obtenue lors de l'expérience 1 (figure 5), et la LOEC mergence @ la génération FO de 64 pg
U g ps (figure 17.B).

Cette mortalité tardive peut s'expliquer selon I'hypothese qu'elle serait la conséquence
indirecte d'une exposition a l'uranium, notamment a travers une perturbation de la
stabilit¢ du développement des larves sensibles, déja mise en évidence pour des
concentrations en uranium > 64 ug U g™ ps aprés sept jours d'exposition (augmentation
significative du pourcentage de larves malformées apres sept jours; figure 8). Cette

hypothése sera décrite ultérieurement.

4.1.2.Succes reproducteur des adultes

Lors de la génération FO, le nombre d'ceufs par masse et le taux de masses écloses ont
montré que l'exposition a l'uranium avait entrainé une baisse significative du succes
reproducteur des adultes pour des concentrations > 64 pg U g™ ps (figures 25 et 26). A
ces concentrations, 1'exposition a I'uranium avait également entrainé des effets négatifs
sur la taille des adultes (figures 21 et 22) et le temps de développement des larves
(figure 6). Cette baisse du succés reproducteur des adultes peut étre interprétée comme
la conséquence de l'inhibition de croissance et du retard de développement larvaire déja

mis en évidence lors de l'expérience 1.

La taille des adultes est un parametre fortement corrélé avec la fécondité et le succes
reproducteur chez de nombreuses especes animales (Neems et al., 1990; Roff, 1992;
Stearns, 1992; Honek, 1993; Mc Lachlan et Cant, 1995; McLachlan, 1997; Sibley et al.,
2001; Kingsolver et Huey, 2003; Mc Lachlan et al., 2003; Engqvist, 2007; Kingsolver
et al., 2007; Steiger et al., 2007; Tschirren et al., 2009; Kasumovic et Andrade, 2009).
L'importance de la taille de la femelle sur la fécondité¢ a été treés étudiée chez les
insectes. Ainsi les femelles de grande taille ont une meilleure fécondité que les femelles
plus petites. Par exemple, dans une étude sur les traits influencant les performances de
reproduction de Chironomus tentans, Sibley et al. (2001) ont montré que la taille des

femelles influencgait leur fécondité. Des études antérieures sur Chironomus sp avaient
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¢galement mis en évidence une corrélation positive entre la taille des femelles et leur

fécondité (Xue et Ali, 1994; Sibley et al., 1997).

Si la relation taille des femelles/fécondité a été treés étudiée, trés peu d'études se sont en
revanche intéressées a l'influence de la taille du male sur la fécondité. Sibley et al.
(2001) ont montré que la taille des méles avait un effet négligeable sur la fécondité de
Chironomus tentans. Pourtant d'autres études sur les insectes ont montré qu'elle pouvait
influencer significativement la fécondité. Cette influence étant liée a l'augmentation,
avec la taille, de la quantité de nutriment délivrés par le spermatophore au cours de
'accouplement (Neems ef al., 1998), ou encore de la qualité du sperme (Schliins ef al.,
2003). Chez l'abeille Apis mellifera, par exemple, le sperme des males de petites tailles

est de moins bonne qualité que celui des males plus gros (Schliins et al., 2003).

L'exposition de larves Chironomus sp a un toxique engendre généralement un retard de
développement qui peut €tre mis en €vidence par une augmentation du temps moyen
d'émergence. Cela a été déja démontré notamment pour le cuivre (Kosalwat et Knight,
1987), le cadmium (Pascoe et al., 1989; Postma et Davids, 1995; Watts et Pascoe, 2000;
Vogt et al., 2007; Nowak et al., 2007), les herbicides clomazone et thiobencarb (Burdett
et al., 2001), le chlorpyrifos (Callaghan et al., 2001), le lindane (Hirthe ef al., 2001), le
17a-ethinylestradiol et le bisphenol-A (Watts et al., 2001), le pirimiphos (Crane et al.,
2002), le tributylétain (Vogt et al., 2007). Pour l'uranium, les résultats obtenus a la
génération FO n'ont pas permis de mettre en évidence un retard de développement au
niveau des émergences (tableau 10, figures 18 et 19). Tous traitements confondus,
I'EmT50 male a été¢ de 16,1 jours, et 'EmTS50 femelle a été¢ de 18,6 jours. Ces temps
d'émergence sont comparables a d'autres déja mesurés sur Chironomus riparius placés
dans des conditions de température et de nourriture similaires a notre expérience (Watts
et al., 2001; Watts et al., 2000). Si la présence d'uranium a des concentrations < 128 ug
U g ps n'a pas eu d'effet sur le temps d'émergence des adultes (tableau 10; figures 18 et
19), la largeur de capsule céphalique des larves survivantes, aprés sept jours
d'exposition, mesurée lors de I'expérience a en revanche montré que l'uranium avait

entrainé un retard significatif du développement larvaire a partir de 64 ug U g ps

Expérience 2: Modifications phénotypiques d'une population exposée a l'uranium pendant huit 164
générations



(tableau 8; figure 6). Ces deux résultats sembleraient indiquer que le retard de
développement engendré par l'uranium aprés sept jours d'exposition a des
concentrations > 64 pg U g™ ps aurait été rattrapé au cours du quatriéme stade larvaire
et du stade nymphe pour finalement étre négligeable au niveau des émergences des

adultes.

Selon l'hypothése de la taille critique’, un raccourcissement de la période entre le
moment ou la taille limite est atteinte par la larve de quatrieme stade et 1'émergence
permet d'expliquer I'absence de retard d'émergence dans les traitements > 64 pug U g™ ps
(figures 18 et 19). Cette période étant celle au cours de laquelle se développe les
gametes, son raccourcissement pourrait expliquer la diminution observé du succes

reproducteur des adultes observée dans ces traitements.

Ces résultats montrent dans nos conditions d'exposition qu'une concentration > 64 pg U
g ps a entrainé une diminution significative de la survie et du succes reproducteur des
individus exposés. De tels effets mesurés au niveau de l'individu ont des conséquences
sur la dynamique de la population, a travers la diminution de sa fitness moyenne de la
population. En effet, chez les especes semelpares, telles que Chironomus riparius, les
adultes ne se reproduisant qu'une fois dans leur vie, la diminution du nombre d'individus
aptes a se reproduire, ainsi qu'une baisse de la fécondité vont avoir un fort impact sur la
croissance de la population, comme cela a déja ét¢ démontré en appliquant a partir de
résultats comparables des modeles de dynamique de population (Calow et al., 1997;
Forbes et Calow, 2002; Ducrot et al., 2004). L'exposition a I'uranium a donc induit un
stress qui a conduit a une baisse significative de la fitness moyenne des populations

exposées.

9 Au cours des trois premiers stades larvaires, c'est la croissance somatique qui domine, le
développement des gameétes ne débutant qu'au cours du quatriéme stade (Postma et Davids, 1995). La
larve doit alors atteindre une taille critique avant d'allouer de 1'énergie a la production des gametes
(Sibley et al., 1997). Cette hypothése d'une taille limite a partir de laquelle la croissance des larves au
quatriéme stade s'arréte pour laisser place a une phase de préparation a I'émergence a été validée par

Pery (2003).
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4.1.3.AF des adultes'

A la génération FO, l'exposition des larves a l'uranium a entrainé une augmentation
significative de I'AF aile des adultes a partir de 32 pg U g ps (figure 23; tableau 10).
Ce résultat est venu confirmer l'effet tératogene de l'uranium a des concentrations
sublétales déja mis en évidence lors de l'expérience 1 avec I'augmentation significative
par rapport au traitement controle du pourcentage de larves malformées (figure 8). En
revanche, l'uranium n'a pas eu d'effet significatif sur I'AF au niveau des pattes (figure

24).

Ce résultat est venu confirmé un certain nombre de travaux, qui ont souligné
l'importance du choix du trait morphométrique pour I'étude de 1'AF chez des populations
soumises a un stress (Clarke et al., 2000; Woods et al., 2002; Clarke, 2003). Plusieurs
hypothéeses expliquent les différences de réponses : (i) L'efficacité des processus visant a
maintenir un développement stable variant d'un caractére morphologique a l'autre
(Clarke, 1995; Clarke, 1995; Clarke et al., 2000; Woods et al., 2002; Dongen, 2006). (ii)
Des caracteres morphologiques dont le développement est survenu a des moments
différents au cours de la vie de l'organisme, et qui par conséquent ne subissent pas
nécessairement l'effet du stress de la méme maniére (Hoffmann et Woods, 2003). A
notre connaissance, il n'existe aucune donnée sur le développement des ailes et des
pattes de Chironomus sp qui permet de supporter une hypothése plutdét qu'une autre.
Néanmoins, nos résultats indiqueraient que l'aile est un bon caractere pour I'¢tude des
effets d'un stress environnemental tel que la présence d'un polluant sur la stabilité du
développement. Ainsi a la génération FO, dans les traitements pour lesquels une baisse
significative de la fitness des adultes a été observée, on a également constaté une
augmentation significative de I'AF moyenne au niveau des ailes des adultes ayant

émergg.

10 L'étude de l'asymétrie fluctuante sur les adultes Chironomus riparius de I'expérience 2 a été 1'objet
d'un projet de master intitulé « Effet d'un sédiment contaminé a 1'uranium sur l'asymétrie fluctuante de
Chironomus riparius ». L'ensemble des résultats et leur discussion ont été synthétisé dans le rapport
de Master de Philippe Signoret (2008). Seule la synthése sous forme d'analyses en composante

principale sur les mesures d'AF effectuées au niveau des ailes et des pattes sera discutée ici.
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L'exposition a un toxique est connue pour potentiellement induire une augmentation de
I'AF des individus. Par exemple, une telle relation dose-effet a déja été démontrée chez
I'échinoderme Psammechinus miliaris exposé au 2,4-decadienal (Caldwell et al., 2005),
chez l'odonate Xathocnemis zealandica exposée au carbaryl (Hardersen, 2000;
Hardersen et Frampton, 1999; Hardersen et Wratten, 1998), chez les larves Chironomus
riparius exposées a différents types de perturbation (organique, chlorure, nitrite et
ammonium, rejet industriel; Servia et al., 2004). De méme, les résultats d'AF moyenne
au niveau des ailes des adultes a la génération FO ont permis de mettre en évidence le

role de I'uranium comme agent perturbateur du développement.

Dans l'expérience 1, I'hypotheése de mortalit¢ différenciée (Floate et Fox, 2000)
permettrait d'expliquer apres sept jours d'exposition a l'uranium, l'augmentation du
pourcentage de larves malformées entre 32 et 128 ug U g'ps, puis la chute de ce
pourcentage qui devient nul pour des concentration > 256 ug U g ps (figure 8). A la
génération FO de l'expérience 2, cette hypothése permettrait aussi d'expliquer la
mortalité tardive des larves, ainsi que 'augmentation du niveau d'AF des ailes chez les
adultes observées, en supposant alors qu'il existe un lien entre la fitness des individus et
leur stabilit¢ du développement, et qu'au sein de nos populations existerait une
variabilité de cette stabilit¢ du développement. En effet, la mortalité tardive décrite
précédemment a été observée dans tous les traitements uranium, ou un effet tératogene a
¢galement été mis en évidence. Ainsi, en considérant une population hypothétique
constituée d'une petite portion d'individus tolérants capables de maintenir un niveau
d'AF acceptable en présence d'uranium, dans le traitement 32 ug U g' ps,
l'augmentation du niveau d'AF des individus sensibles éléverait le niveau d'AF moyen
de la population. Puis a partir du traitement 64 ug U g™ ps, une fraction croissante des

individus sensibles mourait avant de devenir adulte.
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4.1.4.Conclusion sur les effets d'une exposition a l'uranium sur les

adultes Chironomus riparius

La génération FO a permis de mettre en évidence un effet négatif significatif de
l'uranium sur les adultes Chironomus riparius a partir du traitement 64 ug U g ps. En
effet, c'est a partir de cette concentration qu'une baisse nette de la fitness de la
population a ét¢ mesurée a travers une diminution significative de la survie des larves
entrainant une diminution du nombre d'adultes aptes a se reproduire, un retard de
développement larvaire ayant eu des répercussions sur la taille moyenne des adultes,
ainsi que sur les performances de reproduction, avec une baisse de la fécondité des
femelles et du taux de masses écloses . Pour les mémes traitements, une augmentation
significative de I'AF au niveau des ailes a aussi été mesurée. A partir des données de la
littérature, des résultats apreés sept jours d'exposition de mortalit¢ des larves et de
pourcentage de larves malformées de l'expérience 1, seraient présents dans nos
populations des individus plus tolérants a [l'uranium que d'autres. Dans un
environnement contaminé a l'uranium, ces derniers sont capables notamment de

survivre tout en ayant un développement plus stable.

Ainsi dans cette étude, la réunion, a la fois d'un environnement stressant et de
populations au sein desquelles existeraient des différences de fitness entre les individus,
laisse supposer la mise en place de mécanismes adaptatifs afin de réduire les effets
toxique de l'uranium (Van Straalen et Timmermans, 2002; Bijlsma et Loeschcke, 2005).
Le suivi des parametres de fitness et d'AF dans les traitements au fil des générations
permettra de confirmer si nos populations se sont adaptées localement a la présence
d'uranium, et si oui ou non, les individus de faible asymétrie présentent un avantage
sélectif. Si c'est le cas, la réponse a la sélection de I'AF sera alors un retour progressif a

des niveaux comparables aux populations contréles (Hoffmann et Woods, 2003).
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4.2.Modifications phénotypiques au fil des générations —

réponses évolutives

4.2.1.Micro-évolution

Dans la littérature, une pollution métallique nouvelle est synonyme pour les populations
exposées de pression de sélection directionnelle (Posthuma et Van Straalen, 1993;
Klerks, 1987). Au sein de ces populations, seuls les individus les plus tolérants
survivent et se reproduisent. A partir de ce constat, les micro-évolutions mises en
¢vidence chez les populations exposées au cours de I'expérience seront discutées selon
I'hypothese qu'une sélection directionnelle a agi au cours des huit générations et qu'elle
a favorisé les individus les plus tolérants, c'est a dire ceux capables de survivre et de se

reproduire en présence d'uranium.

Les résultats montrent que l'ensemble des traits phénotypiques mesurés ont été
significativement influencés par le traitement et que cet effet différait selon la
génération (tableau 10). Pour chaque traitement, I'ensemble des mesures physico-
chimiques (annexe 4) réalisées au cours de 1'expérience n'ont pas révélé de différence
entre les générations. De plus, la concentration en uranium étant différente d'un
traitement a l'autre, et les populations issues d'un méme élevage, les modifications
phénotypiques observées au cours des générations indiquent que chaque population a
réagi spécifiquement a son environnement. Ces modifications sont d'origine génétique,
'environnement étant constant au fil des générations (Falconer et Mackay, 1996). De
plus, selon le traitement et le trait phénotypique étudié, nous avons pu observer une
réponse évolutive significative (pente de régression entre la génération F2 et F7; tableau
11). Ainsi pour chaque traitement, nos résultats montrent l'existence d'une micro-

évolution des traits phénotypiques analysés (Hendry et Kinnison, 1999, 2001).
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4.2.1.1.Traitement controdle (0 ng U g ps)

Dans le traitement contrdle (0 pg U g ps), le temps d'émergence des males et des
femelles a diminué au cours de l'expérience (figures 18, 19; tableau 11). Ces
changements inter-génération indiquent : (i) qu'un changement environnemental non
controlé au cours du temps aurait conduit a un développement plus rapide des individus;
(i1) qu'une force sélective inattendue autre que l'uranium, a agi sur les populations au

cours de l'expérience 2.

Bien qu'il soit difficile d'écarter la premicre hypothése, nous pensons que la seconde
hypothese est la plus probable. Comme pour tous les autres traitements, la population
controle a subi un changement d'environnement a la génération FO, en passant des
conditions d'élevage a celles de l'expérience. Dans les conditions d'élevage, les
populations ont été maintenues dans plusieurs aquariums (volume > 20 L) sans controle
de la densité, avec un apport quotidien d'une quantité déterminée de nourriture. A la
génération FO de I'expérience 2, le changement essentiel a ¢té le maintien d'une densité
faible et constante (2300 larves m™)(Goedkoop et Peterson, 2003) et des conditions de
nourriture ad libitum (Pery et al., 2002).

La densité peut engendrer un stress agissant essentiellement sur la croissance (Hooper
et al., 2005; Hooper et al., 2003; Pery, 2003). Dans un environnement constant, une
augmentation de la densit¢ va entrainer de fait une diminution des ressources

disponibles.

Ainsi a la génération FO les populations ont été soumises a un environnement optimal et
constant en termes de densit¢ et de quantit¢é de nourriture. Ce changement
d'environnement a conduit comme ont montré les réponses évolutives significatives des

populations controles a une sélection directionnelle agissant sur les populations.

Chez les dipteres, la taille du corps et le temps de développement sont des traits corrélés
positivement (Woods et al., 2002; Tokeshi et Reinhardt, 1996; Xue et Ali, 1994). En
effet, des études en laboratoire sur la drosophile ont permis notamment de mettre en
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évidence lors d'expérience de sélection artificielle une corrélation positive entre la taille
du corps et le temps de développement (voir références dans Woods et al., 2002). Ainsi,
chez des lignées de Drosophila melanogaster sélectionnées pour un temps de
développement court, la taille du corps a diminué. Inversement, des lignées
sélectionnées pour une taille de corps élevé ont vu leur temps de développement
augmenter. Cette corrélation positive peut étre considérée comme un compromis

évolutif d'origine génétique entre les deux traits (Roff et Fairbairn, 2007; boite 3; p. 33).

Dans le traitement contrdle, si le temps de développement a significativement diminué
au cours des huit générations (tableau 11, figures 18 et 19), la taille des adultes n'a en
revanche pas diminué¢ de manicre significative (figures 21 et 22). Ces réponses a la
sélection apparemment non corrélées peuvent s'expliquer soit (i) par une évolution du
compromis entre la taille des adultes et leur temps de développement; soit (ii) par un
masquage de ce compromis par 1'augmentation de la capacité d'acquisition d'énergie au
cours des huit générations (Roff et Fairbairn, 2007). L'évolution des compromis
génétique au cours des huit générations est peu probable au vue des nombreuses
données dans la littérature ayant mis en évidence une grande stabilit¢ des compromis
quel que soit le type de sélection qui s'opére sur un nombre faible de générations
(Tschirren et al., 2009; Roff et Fairbairn, 2007; Mc Guigan, 2006). En revanche, une
sélection selon la capacité d'acquisition pourrait expliquer I'évolution des traits mesurés
dans le traitement contrdle, ainsi que le masquage du compromis entre la taille des
adultes et le temps de développement, comme Roff et Fairbairn 1'on montré
mathématiquement avec un modéle d'acquisition/allocation (Roff et Fairbairn, 2007).
Selon cette hypothése les résultats du traitement controle montrent que les conditions
d'expérience ont induit une sélection directionnelle agissant sur les populations selon la

capacité d'acquisition d'énergie des individus.

En conclusion, le suivi des traits d'histoire de vie dans le traitement contrdle a permis de
mettre en évidence une accélération micro-évolutive du temps de développement des
adultes. Les conditions d'expérience ont entrainé une pression de sélection

directionnelle sur les populations. L'hypothése avancée est que les conditions de
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nourriture ad libitum et le maintien & un niveau de densité faible ont permis une
s¢lection des individus selon leur capacité d'acquisition d'énergie: ont été favorisés les

individus capables d'atteindre plus rapidement leur taille critique (Pery, 2003).

4.2.1.2. Traitements uranium

Dans les trois traitements uranium (32 — 64 — 128 pg U g™' ps), le nombre d'émergences,
le temps de développement, la taille des adultes, et la fécondité des femelles ont

¢galement évolué entre les générations F2 et F7 (tableau 11).

Seul le nombre d'émergences dans le traitement 32 ug U g ps a montré une réponse
évolutive significative (tableau 11). Néanmoins, pour ce traitement, les comparaisons
deux a deux entre les générations n'a pas mis en évidence un tel résultat (figure 17).
L'observation des données expérimentales laisse supposer qu'un probléme d'ajustement
du modele de régression linéaire peut €tre a l'origine de ce résultat significatif, le
nombre d'émergences aux générations F5 et F6 étant significativement inférieur aux
générations F3 et F4, alors que la génération F7 ne l'a pas été. Ainsi, quel que soit le
traitement uranium, le nombre d'émergences n'a pas évolué au cours des huit

générations.

Le temps de développement (EmT50 male et EmT50 femelle) a la génération F7 a été
plus court qu'a la génération FO0, et ce pour tous les traitements (tableau 10; figures 18 et
19). Cependant, pour la population exposée au traitement 64 ug U g ps, cette
accélération du développement s'est faite plus lentement que celle du contrdle (tableau
11). La population du traitement 64 pg U g ps a donc évolué différemment par rapport

a la population contrdle (tableau 11).

Une divergence évolutive due a la présence d'uranium dans le milieu a également été

détectée pour la taille des adultes (tableau 11). Premicrement, l'effet toxique de
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I'uranium mis en évidence au cours de la premiére génération (figures 21 et 22) s'est
atténué de maniére significative dans les traitements 64 et 128 pg U g™ ps. En effet,
pour la taille des males et des femelles, les comparaisons deux a deux entre les
traitements pour chaque génération ont montré des valeurs de NOEC et LOEC
augmentant jusqu'a la génération F5, génération a partir de laquelle aucun effet toxique
de l'uranium a ¢été détecté. Deuxiemement, l'analyse a confirmé une évolution
significative vers une augmentation de la taille des adultes dans ces deux traitements
(tableau 11). Ainsi, I'évolution de la taille des adultes au cours des huit générations
d'exposition a également montré des divergences évolutives pour des concentrations en

uranium > 64 pug U g™ ps.

En ce qui concerne la fécondité des femelles, des réponses évolutives significatives ont
été détectées dans les traitements 32 et 64 ug U g ps (tableau 11; figure 25). Ainsi la
fécondité des femelles dans ces traitements a significativement augmenté entre les
générations F2 et F7, et cette réponse a la présence d'uranium dans 1'environnement a

été de nature micro-évolutive.

L'évolution de l'ensemble des traits (temps de développement, taille des adultes,
fécondité¢ des femelles) met en évidence qu'une sélection a eu lieu au cours des huit
générations. Cette sélection a été significativement différente par rapport au traitement
contrdle a partir de 64 ug U g' ps. La sélection induite par l'uranium a entrainé un
retard de développement, une augmentation de la taille des adultes, ainsi qu'un
accroissement de la fécondité des femelles. L'ensemble de ces résultats ont ainsi montré
qu'au cours de l'expérience la fitness moyenne des populations exposées a l'uranium a
augmenté, principalement a travers une amélioration du succes reproducteur des

individus.
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4.2.2.Analyse en Composante Principale (ACP)

L'ensemble des traits phénotypiques mesurés ont ¢volué dans tous les traitements. Dans
les traitements uranium, les évolutions mises en évidence résulteraient de la réponse
combinée de la population a deux pressions de sélection distinctes: (i) celle mise en

¢vidence dans le traitement contrdle; (ii) celle induite par la présence d'uranium.

L'ACP a permis de synthétiser I'ensemble des modifications des traits lié a la fitness, en

dégageant trois composantes expliquant 77,7% de la variance totale des mesures.

4.2.2.1.PC1

L'ACP révele une premiere composante principale regroupant I'EmT50 male et femelle,
la taille male et femelle, ainsi que la fécondité des femelles (nombre d'ceufs par masse),
et plus faiblement le nombre d'émergence et le taux de masses écloses (figure 27).
L'augmentation de la PCI1 indiquerait donc une augmentation de la taille des méles et
des femelles, de la fécondité des femelles, et d'une diminution du temps d'émergence

des adultes.

L'uranium a eu un effet négatif sur la PCI1, effet qui a diminué au fil des générations
(figures 27, 28). Cette diminution des effets de I'uranium sur la PC1 a été de nature
micro-évolutive dans les traitements 64 et 128 pg U g™ ps. Ainsi I'évolution de la PC1
au cours de l'expérience 2 a été la méme que pour l'ensemble des traits liés au succes de

reproduction. De fait, la PC1 pourrait correspondre au succés reproducteur des adultes.

L'ensemble de ces résultats montrerait qu'a partir de 64 pg pg™ ps, la pression de
s¢lection induite par l'uranium a conduit a une amélioration de la fitness des
populations, en favorisant les individus au succes reproducteur élevé, c'est a dire les

individus de grande taille.
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4.2.2.2.PC2

D'apres nos résultats, la seconde composante principale indiquerait une diminution du
temps de développement et du taux de masses écloses (figure 27). Cette composante,
corrélée positivement avec la concentration en uranium et les générations, semblerait
étre de nature temporelle : les temps d'émergence étant eux mémes des variables
temporelles, et le taux de masses écloses un parametre fortement li€¢ - dans nos
conditions d'expérience - a la probabilité de rencontre dans le temps des males et des

femelles.

Si au cours de la premiere génération FO, la PC2 a significativement augmenté avec la
concentration en uranium a partir de 64 ug U g ps, cette relation dose-réponse s'est
inversée a la génération F7, conséquence d'une augmentation de nature micro-évolutive
de la PC2 au cours des huit générations dans les traitements 0 et 32 pg U g™' ps. La PC2
a donc essentiellement évolué dans les traitements contrdles et faiblement contaminées

a l'uranium.

La PC2 pourrait étre assimilée a une mesure de la capacité d'acquisition des individus.
L'interaction traitement X génération significative sur la PC2 révélerait l'influence de
l'uranium sur ce processus de sélection. En effet, dans les traitements > 64 ug U g' ps,
la PC2 n'a pas évolu¢ de manicre significative au cours des huit générations

d'exposition, contrairement aux autres traitements.

D'aprés cette composante, les conditions expérimentales (nourriture ad libitum et
densité constante) auraient favorisé 1'évolution d'une plus grande capacité a acquérir de
I'énergie, avec pour conséquence, a taille adulte équivalente, une accélération du temps
de développement dans les traitements 0 et 32 pug U g' ps. En revanche, 1'absence
d'évolution significative de la PC2 dans les traitements 64 et 128 pug U g ps indiquerait
que la présence d'uranium dans le milieu s'opposerait a cette sélection, (i) du fait des

compromis entre la taille et le temps de développement, en favorisant des individus de
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grande taille — comme l'indiquerait la corrélation fortement positive entre la PC1 et la
taille des adultes males et femelles - (Roff et Fairbairn, 2007), (ii) et/ou en modifiant par

sa présence le comportement des larves.

Dans le cas des larves de Chironomus riparius présentes dans les traitements 32, 64 et
128 pg U g ps, des observations faites au cours des quinze premiers jours de chaque
génération, ont permis d'observer a la surface du sédiment un grand nombre de larves,
contrairement au traitement controle ou trés peu de larves étaient visibles car enfouies
dans le sédiment. De plus, dans les traitements 64 et 128 pug U g' ps, ces larves
présentaient une activité locomotrice réduite, la plupart d'entre elles se déplagant tres
peu a la surface du sédiment. Ces observations indiqueraient qu'en présence d'uranium
dans le milieu, les larves auraient modifié leur comportement en restant a la surface du
sédiment. Ainsi ces larves seraient moins exposées a l'uranium présent dans le sédiment
et limiteraient leur dépenses énergétiques (pas d'enfouissement, ni de fabrication et
d'entretien du tube (Armitage et al., 1995)). En effet, un des moyens pour les
organismes d'augmenter leur tolérance & un polluant est de limiter leur exposition en
ralentissant leur métabolisme afin de conserver des réserves énergétiques (Magnusson et
Ramel, 1986; Hoffmann et Parsons, 1991). Ces mécanismes ont déja été observés chez
des rats exposés a de 1'uranium appauvri (Lestaevel, al., 2005), chez le saumon (Salmon
Salmo) en présence de Zn (Farmer et al., 1979), chez la sangsue médicinale (Hirudo
medicinalis) exposée a des sédiments naturels contaminés par des métaux lourds
(Petrauskiene, 2003), ou encore chez des larves Chironomus riparius exposées a un
sédiment contaminé au zinc et au cadmium (Leppanen et al, 1998). Ainsi le
changement de comportement observé dans les traitements 64 et 128 pg U g ps

pourrait expliquer en partie l'interaction traitement X génération sur la PC2.
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4.2.2.3.PC3

La contribution des traits sur les corrélations de 1I'ACP a indiqué que le nombre
d'émergences a le plus contribué a la détermination de la PC3 (tableau 13; figure 30).

Ainsi cette composante serait liée a la probabilité de survie des larves

Ainsi la probabilité de survie des larves (PC3) dans les traitements 32, et 64 ug U g™ ps
n'a pas évolué au cours des huit générations (figure 31), contrairement au traitement 128
ug U g' ps. Ainsi dans ce dernier traitement, la probabilité de survie des larves a
augmenté au cours de l'expérience, avec pour conséquence au niveau de la population

notamment une baisse de la fécondité moyenne des femelles (figure 29).

Cette baisse de fécondité peut s'expliquer par le compromis existant entre la survie et la
fécondité a travers le temps de développement. En effet, I'absence de micro-évolution de
la PC2 (mesure de la capacité moyenne d'acquisition des individus; figure 30) ne permet
pas d'expliquer la diminution micro-évolutive du temps d'émergence dans le traitement
128 pg U g ps (tableau 11). Or selon Posthuma et al. (1993), en présence d'un stress
métallique entrainant une baisse de la survie, la théorie de I'histoire de vie prédit qu'une
population évoluera vers une plus grande tolérance au métal, notamment a travers une
accélération du développement. Ainsi dans le dernier traitement, l'augmentation
significative au cours des huit générations de la PC3 et la diminution du temps
d'émergence indiquerait que les individus sélectionnés ont été ceux au temps de
développement court. De fait, a travers la taille (Sibley et al., 2001), l'existence d'un
compromis entre le temps de développement et la fécondité des adultes chez
Chironomus riparius (Pery, 2003), expliquerait la baisse de fécondité induite par

l'augmentation du succes a I'émergence des larves.

4.2.3.Hypothése de la sélection séquentielle

L'ACP réalisée sur lI'ensemble des traits liés a la fitness a donc permis de décomposer

I'ensemble des modifications phénotypiques observées en trois composantes, toutes
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influencées par l'uranium : (i) le succes reproducteur des adultes (PC1); (ii) la capacité

d'acquisition d'énergie des larves (PC2); (iii) la probabilité de survie des larves (PC3).

Cette analyse révélerait également la nature séquentielle de la sélection engendrée par
l'uranium : (i) au cours du développement larvaire, puis (ii) lors de la reproduction des

adultes.

Au cours du développement larvaire, 1'exposition a l'uranium dans les traitements 64 et
128 pg U g ps a conduit a une diminution significative du nombre de larves atteignant
le stade adulte ( figure 17). De fait un processus de tri des larves en vertu de leur
capacité a survivre a eu lieu dans ces traitements (Danchin et al., 2005), les survivantes
étant les plus tolérantes a l'uranium. Comme décrit précédemment, la PC3 de I'ACP
décrirait la probabilité de survie des larves et mettrait en évidence lors des huit
générations d'exposition une augmentation du succes a I'émergence uniquement dans le
traitement 128 ug U g™ ps (figure 31), combiné a une baisse de la fécondité des femelles
(figure 29), une accélération du développement non expliqué par la PC2 (tableau 11;
figure 30), qui indiqueraient que les larves les plus tolérantes a 'uranium ont été celles

au temps de développement court.

D'autres effets toxiques de l'uranium ont également été significatifs a partir du
traitement 64 ug U g’ ps chez les larves survivantes avec pour conséquences sur les
adultes une diminution de leur taille (figures 21 et 22), ainsi qu'une baisse de la
fécondité des femelles (figure 25). De par le réle de ces paramétres sur le succes
reproducteurs des adultes, la présence d'uranium dans les traitements aurait donc
influencé la sélection sexuelle agissant sur les adultes au cours de la période de
reproduction. En effet, la sélection sexuelle agit sur les populations selon deux
mécanismes, (i) la compétition entre les males, et (ii) le choix du male par la femelle
(Hunt ef al., 2009). Comme toute sélection, elle n'agit que sur des populations possédant

de la variabilité pour le ou les traits ciblés en terme de succes reproducteur. L'uranium
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influencerait la sélection sexuelle en modifiant cette variabilité. Comme décrit
précédemment la PC1 de I'ACP synthétise les variations de l'ensemble des traits
mesurés ayant une influence sur le succes reproducteur des individus dus a la présence
d'uranium (figure 27), présence ayant un effet négatif qui s'est atténué au fil des
générations de maniére significative dans les traitements 64 et 128 pg U g™ ps. Selon
cette composante, la sélection induite par l'uranium aurait favorisé les individus de

grande taille, de fécondité ¢levée, et au temps de développement court.

Or un grand nombre d'études sur la sélection sexuelle ont mis en évidence une relation
positive entre le succes reproducteur des males et la taille du corps (pour une revue, voir
Hunt et al., 2009). De méme pour de nombreuses especes d'insectes, la fécondité des

femelles dépend directement de la taille du corps.

Chez Chironomus sp ainsi que d'autres dipteres, au cours des accouplements qui ont lieu
en vol, les males de petite taille présentent un avantage par rapport au individus plus
grands du fait de leur plus grande agilité¢ en vol (Mc Lachlan et Cant, 1995; Neems et
al., 1990; Neems et al., 1998; Mc Lachlan et al., 2003; Fyodorova et Azovsky, 2003).
Néanmoins cette petite taille des males a un colit en terme de fitness, notamment sur la
capacité¢ de détecter dans un essaim la présence d'une femelle a proximité selon la
tonalité de son vol (Fyodorova et Azovsky, 2003). Chez de nombreux diptéres, les males
volent en essaim et capturent les femelles deés leur entrée. L'accouplement a lieu en
quelques secondes (Downes, 1969; Armitage et al., 1995). Dans ces conditions, le
succes reproducteur du male dépend de sa capacité a discriminer rapidement les
femelles des males présents dans l'essaim. Or des études comportementales et électro-
physiologiques ont montré que les males étaient capables de discriminer dans un essaim
une femelle parmi des centaines, voir des milliers de males, selon la tonalit¢ du vol
(Fyodorova et Azovsky, 2003). Une mauvaise détection de la fréquence des battements
d'aile peut entrainer une tentative d'accouplement avec un autre male, et de fait diminuer
la probabilité d'accouplement avec une femelle. Les travaux de Fyodorova et Azovsky

(2003) 1'ont démontré en constatant que c'était essentiellement les males de petite taille
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qui faisaient des erreurs dans la détection des femelles, en s'accouplant avec des males
plus grands. Ces problémes de détection seraient pour les males le colit de leur petite

taille et de leur agilité.

Ces exemples mettent en lumieére qu'un temps de développement court, ainsi qu'une
grande taille sont les caractéristiques vers lesquelles doit tendre un adulte Chironomus
sp pour avoir un succes reproducteur maximum, comme I'illustrent les corrélations de la
PC1 avec les traits phénotypiques mesurés (figure 27). Cependant, du fait des
compromis existant entre le temps de développement et la taille des adultes, un tel

optimum ne peut étre atteint en réponse a une sélection.

Dans le traitement 64 ug U g ps, l'absence de micro-évolution significative du temps
d'émergence, contrairement a la taille des adultes montrerait qu'a cette concentration, la
s¢lection de l'uranium aurait favorisé les individus aux succes reproducteur élevé (i.e.
grande taille). En revanche dans le traitement 128 ug U g™ ps, ce sont les individus au

temps de développement court qui ont été sélectionnés.

Ainsi, de par la nature séquentielle de la sélection induite par la présence d'uranium
dans le milieu en fonction de la concentration en uranium, la réponse de la population a
la sélection va étre différente. Dans le traitement 64 ug U g' ps, on peut émettre
I'hypothése que suite au tri des larves exposées selon leur succes a I'émergence, la
variabilité au sein des reproducteurs a ¢t€¢ maintenue suffisante pour permettre aux
populations de répondre a la sélection ayant lieu lors de la reproduction des adultes.
Cette derniére étant alors la pression de sélection majoritaire, l'ensemble des
modifications phénotypiques observés au cours des huit générations serait alors

principalement la réponse des populations a celle-ci.

En revanche, dans le traitement 128 U g' ps, le nombre d'émergences, toutes
ug U g p g

générations confondues, a été¢ en moyenne de 61,7 adultes par génération, soit un succes
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d'émergence moyen pour les larves exposées de 30,9%. La toxicité de 1'uranium aurait
donc ¢éliminé avant reproduction plus de la moitié des larves initialement introduites, les
larves survivantes étant les plus résistantes a l'uranium, mais avec un faible succes
reproducteur. De fait 1'ensemble des modifications phénotypiques observées dans ce
traitement au cours des huit générations, serait alors principalement la réponse a la

sélection sur la survie des larves.

Notons également que la diminution importante du nombres de reproducteurs (< 100
individus) induits par I'uranium a pu conduire également a une réduction importante de
la variabilité génétique de la population (Hoffmann et Parsons, 1991; Gomulkiewicz et
Holt, 1995; Van Straalen et Timmermans, 2002; Reed ef al., 2003; Nowak et al., 2007;
Nowak et al., 2009). Cette érosion génétique ayant elle méme un effet négatif sur la

fitness de la population (Reed et al., 2003).

4.2.4. Conclusion sur les modifications phénotypiques des traits liés a la
fitness

L'ensemble des traits phénotypiques li€s a la fitness des populations a évolué au cours
des huit générations en réponse a la présence d'uranium dans les traitements 64 et 128
ug U g ps de maniére significativement différente par rapport au traitement controle.
Ainsi, en réponse a la pression de sélection induite par l'uranium, les populations de ces
traitements ont vu leur fifness moyenne augmentée, a travers une augmentation du
succes reproducteur des adultes. L'analyse en composante principale réalisée sur
l'ensemble des traits liés a la fitness des populations a permis de classer 1'ensemble des
variations mesurées selon trois composantes : le succes reproducteur des adultes; la
capacité¢ d'acquisition d'énergie des larves; la probabilit¢ de survie des larves. Ces
résultats révelent également la nature séquentielle de la sélection induite par la présence
d'uranium : (i) une premicre sélection des larves selon leur capacité a survivre jusqu'au

stade adulte; (ii) une sélection des adultes selon leur succes reproducteur.
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Selon la concentration en uranium, les événements de sélection interviendraient a des
degrés différents au cours des différentes phases du développement de C. riparius. La
sélection au cours des premiers stades du développement larvaire réduirait plus ou
moins le potentiel de sélection sur les traits durant les stades ultérieurs. Ainsi, a partir de
64 ug U g ps, l'uranium a exercé une pression de sélection directionnelle significative
sur les populations, en favorisant les individus les plus tolérants, c'est a dire ceux
capables non seulement de survivre a la présence d'uranium, mais également ceux avec

un succes reproducteur élevé.

4.2.5. AF, fitness et adaptation

Un faible niveau d'AF peut avoir une signification adaptative (Swaddle, 2003). Ainsi la
sélection naturelle peut contre sélectionner I'AF, lorsque celle-ci atteint une valeur seuil,
sur un ou plusieurs traits morphométriques. Si cette hypothése est vraie, on peut prédire
une évolution vers la diminution de 1'AF sur des traits liés a la fitness dans une
population soumise a une sélection induite par un stress environnemental (Hoffmann et
Woods, 2003). A notre connaissance, l'expérience 2 est la premiere a mettre en évidence

une telle micro-évolution de I'AF en réponse a la présence d'un toxique.

L'AF aile a été influencée par la présence d'uranium (figure 23). A la génération FO,
I'AF aile a augmenté a partir du traitement 32 pg U g™ ps. Cette relation dose-effet s'est
ensuite estompée au cours des générations jusqu'a devenir nulle a la génération F7.
L'interaction traitement X génération mise en évidence par 'ANOVA (tableau 10), ainsi
que la réponse évolutive significative, ont révélé 1'évolution de I'AF aile (tableau 11).
Ainsi cette AF a significativement diminué par rapport a la génération FO a partir de la
génération F3, F3, et F2, respectivement pour le traitement 32, 64, et 128 ug U g™ ps.
Notons que dans le traitement contrdle, I'AF aile n'a pas évolué au cours de I'expérience
2. Ainsi la présence d'uranium dans 1'environnement a entrainé une diminution évolutive

de I'AF aile moyenne. Ce résultat confirmerait dans nos conditions d'expérience un lien
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entre le niveau d'AF aile et la fitness des individus sélectionnés. Les individus favorisés

ont été ceux présentant une AF aile réduite.

En effet la diminution micro-évolutive de I'AF aile a partir de 32 ug U g ps a montré
que les individus faiblement asymétriques au niveau des ailes présentaient un avantage
sélectif (Hoffmann et Woods, 2003). Les individus sélectionnés par l'uranium sont ceux
capables notamment de maintenir un développement stable en dépit d'un environnement

« tératogene ».

De nombreux travaux ont été réalisés sur le lien existant entre la stabilit¢ du
développement (estimées a travers 1'AF) et la fitness. La littérature regorge de résultats
contradictoires et hétérogénes (Moller, 1997; Clarke, 2003; Dongen, 2006). Néanmoins,
le point de vue le plus couramment accepté est que I'AF peut dans certains cas étre liée a

la fitness et/ou jouer un role dans la sélection sexuelle (Clarke, 2003).

L'association AF-fitness a été clairement mise en évidence dans des conditions de stress
¢levés, ou les individus de faible fitness ont ainsi été révélés (Floate et Fox, 2000;
Woods et al., 2002; Hendrickx ef al., 2003). Cette hypothese est étroitement liée a 1'idée
que les niveaux d'AF vont augmenter avec le stress avant que des conséquences au
niveau de la fitness soient observées (Clarke, 1995). C'est sur cette hypothese que
repose le principe de mortalité différenciée (Floate et Fox, 2000), principe permettant
d'expliquer les résultats de pourcentage de larves malformées de I'expérience 1 et ceux

d'AF au niveau des ailes des adultes de la génération FO de l'expérience 2 (figure 23).

Sachant que pour les traitements 64 et 128 ug U g ps, conjointement & la diminution de
I'AF aile, la fitness moyenne des individus a augmenté - plus précisément leur succes
reproducteur. Ces résultats tendraient alors a confirmer l'existence d'un lien entre la
fitness des individus et leur stabilit¢ du développement mesurée par I'AF aile. La
présence d'uranium dans l'environnement aurait alors favorisée les individus avec le
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développement le plus stable (Hendrickx et al., 2003). L'évolution de I'AF aile dans les
traitements 32, 64, et 128 pg U g ps confirmerait l'utilisation éventuelle de I'AF
comme indicateur de I'état d'adaptation d'une population soumise a une pression de

sélection continue (Clarke et Mc Kenzie, 1987).
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5.Conclusion

L'objectif de cette expérience était dans un premier temps de caractériser les effets d'une
exposition a l'uranium sur les adultes Chironomus riparius a des concentrations ou des

effets subléthaux avaient été détectés au niveau larvaire.

Les résultats de la génération FO a permis de mettre en évidence un effet négatif de
l'uranium sur les adultes a partir du traitement 64 pg U g ps, avec diminution du
nombre d'adultes aptes a se reproduire, de la taille moyenne des adultes, des
performances de reproduction, et d'une augmentation de 1'asymétrie fluctuante au niveau
des ailes. Ces résultats indiqueraient qu'il existerait dans nos populations des individus
plus tolérants a l'uranium que d'autres. Dans un environnement contaminé a 1'uranium,
ces derniers seraient capables notamment de mieux survivre tout en ayant un
développement plus stable. Ainsi la combinaison a la fois d'un environnement stressant
et de populations au sein desquelles existeraient des différences de fitness entre les
individus, laisse supposer que nos populations vont pouvoir réagir a la présence

d'uranium, en ¢laborant des mécanismes adaptatifs afin de réduire son impact négatif

(Van Straalen et Timmermans, 2002; Bijlsma et Loeschcke, 2005).

Dans un second temps, le suivi des parametres de fitness et d'AF au cours des huit
générations a permis de mettre en évidence des modifications phénotypiques
significatives. En effet, l'ensemble des traits ayant micro-évolué¢ (temps de
développement, taille des adultes, fécondité¢ des femelles) ont montré qu'une sélection
directionnelle a eu lieu au cours des huit générations. Cette sélection a été
significativement différente par rapport au traitement contrdle a partir de 64 pg U g™ ps.
Ainsi, en réponse a la pression de sélection induite par 1'uranium, les populations de ces
traitements ont vu leur fitness moyenne augmenter. Le suivi de l'ensemble des traits liés
a la fitness des populations a permis de révéler la nature séquentielle de la sélection
induite par la présence d'uranium: (i) une premicre sélection des larves selon leur
capacité a survivre jusqu'au stade adulte; (i) une sélection des adultes selon leur succes

reproducteur.
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L'évolution vers une diminution de 1'AF aile a partir de 32 pg U g™ ps a montré que les
individus faiblement asymétriques au niveau des ailes présentaient un avantage sélectif.
Les individus sélectionnés par Il'uranium ont été capables de maintenir un
développement stable. Cette évolution de I'AF aile dans les traitements 32, 64, et 128 ug
U g’ ps serait donc une réponse a la sélection directionnelle de l'uranium et de fait,
mettrait en évidence un lien entre la fitness des individus et leur AF au niveau des ailes

(Harshman et al., 2005).

En conclusion, a partir de 64 pg U g™ ps, l'uranium exercerait une pression de sélection
directionnelle significative sur les populations, en favorisant les individus les plus
tolérants, c'est a dire ceux capables non seulement de survivre a la présence d'uranium,

mais également ceux avec un succes reproducteur élevé et un développement stable.

Selon l'environnement dans lequel elles ont été placées a la génération FO, et grace a la
mise en place de mécanismes adaptatifs, les populations de Chironomus riparius ont pu
répondre a leur nouvel environnement en améliorant leur fitness moyenne par sélection
des individus les plus adaptés. Cette sélection, synonyme d'adaptation génétique, et a
peut étre conduit au bout des huit générations a des populations génétiquement
différentes malgré leur origine commune, du fait de leur histoire de vie différente

(Hendry et Kinnison, 2001).

Les expériences suivantes ont permis d'étudier les conséquences de 1'exposition multi-
générationnelle a l'uranium, notamment sur le niveau de tolérance a l'uranium, son
éventuel colt (Bourguet et al., 2004), ainsi que les différences génétiques entre les

populations (Hendry et Kinnison, 2001).

Expérience 2: Modifications phénotypiques d'une population exposée a l'uranium pendant huit 186
générations



Expérience 3:
conséquences d'une pre
exposition a I'uranium sur
le niveau de tolérance
d'une population de

Chironomus riparius

1.Introduction

Comme pour la plupart des polluants, la sélection induite par des métaux lourds est
considérée comme directionnelle, continue, et forte. Ce sont des substances non
dégradables, qui peuvent entrainer des effets toxiques. La sélection induite agit de
manicére a accroitre la tolérance des populations aux métaux lourds présent dans
'environnement (Posthuma et Van Straalen, 1993; Sotka, 2005; Bahrndorff et al., 2006).
Dans le cas d'une exposition sur plusieurs générations successives, la sélection va donc
favoriser les individus les plus tolérants, c'est a dire ceux capables de maintenir en

milieu contaminé un succes reproducteur éleve.

Des études en laboratoire ont déja mis en évidence chez des populations exposées a des

métaux l'acquisition d'une tolérance en un faible nombre de générations.

Expérience 3: conséquences d'une pré exposition a l'uranium sur le niveau de tolérance d'une 187
population de Chironomus riparius



Xie et Klerks (2003) ont exposé durant six générations successives des populations de
gambusie (Heterandria formosa) a une concentration de cadmium correspondant a la
CL50,72h. A chaque génération, une série de tests de toxicité aigué réalisée sur les
juvéniles a révélé chez la population pré-exposée une augmentation graduelle de la
tolérance au cadmium sur six générations, tolérance devenant significativement
différente de celle de la population contrdle dés la seconde génération. Ainsi au bout de
six générations, les poissons pré-exposés vivaient trois fois plus longtemps en présence

de cadmium que ceux de les poissons controles.

Magnusson et Ramel (1986) ont étudi¢ sur douze générations l'acquisition de tolérance
au méthyle mercure de populations de Drosophila melanogaster. Trois niveaux de
pression de sélection ont été testés : une pression nulle, une pression forte (environ
50%) et une pression tres forte (< 50%). Les résultats ont mis en évidence chez les
populations exposées au méthyle mercure une rapide augmentation au cours des douze
générations de la tolérance proportionnelle a la pression de sélection, la population la
plus tolérante aprés douze générations étant celle soumise a la plus forte pression de

sélection.

Postma et Davids (1995) ont également constaté une acquisition rapide de tolérance
chez des larves Chironomus riparius exposées en laboratoire au cadmium. Au bout de
neuf générations les auteurs ont mis en évidence une augmentation par rapport a la
population contréle de la tolérance dans la population exposée a 54 nM de Cd
(concentration ayant un impact négatif significatif sur la croissance et la reproduction
des individus). Cependant en suivant la survie des larves au cours des 9 générations
d'exposition, les auteurs n'ont pas observé d'effet significatif de cette acquisition de

tolérance sur la survie des larves.

Enfin, Vogt et al. (2007), en étudiant les effets multi-générationnels du tributylétain
(TBT) sur Chironomus riparius ont également mesuré une augmentation significative

de la tolérance au TBT chez les populations pré exposées au bout de 9 générations. A la
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neuviéme et dixieme génération, la CL50 de la population pré exposée au TBT a été

significativement plus €élevée que celle de la population controle.

L'ensemble des résultats soulignent la forte pression de sélection causée par la présence
de métaux lourds dans l'environnement a des concentrations sublétales, qui peut
conduire a une acquisition de tolérance en moins de dix générations (Posthuma et Van

Straalen, 1993).

Lors de l'expérience 2, une évolution des traits d'histoire de vie significativement
différente des individus de la population controle a été mise en évidence chez les
populations exposées a l'uranium. Cette évolution a conduit au bout de 8 générations a
l'accroissement du succes reproducteur des individus. Ainsi a des concentrations a partir
desquelles des effets subléthaux ont été observé, 1'exposition a l'uranium a entrainé sur

les populations une pression de sélection favorisant les individus les plus tolérants.

Afin de relier les changements phénotypiques observés dans les traitements uranium de
l'expérience 2 a l'acquisition d'une tolérance, il est nécessaire de mesurer la sensibilité
des populations. Pour cela un bioessai de 96h a ¢été réalisé sur des larves issues de la
sixieme génération de l'expérience 2. Le calcul d'une CL50 aprés 96h pour chaque

population a permis de comparer leur niveau de tolérance.

2.Matériels et méthodes

2.1.0rigine des organismes

Lors de l'ensemencement de la septieme génération de l'expérience 2, une partie des
larves ont été aléatoirement échantillonnées une fois dgées de 96h pour évaluer le

niveau de tolérance des populations U0, U1, U2, et U3 a l'uranium (Dal Pos, 2008).
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2.2.Plan expérimental

Un bioessai de 96h a été réalisé sur les quatre populations en respectant la méthode
décrite dans la norme AFNOR XPT90-339-1 (AFNOR, 2004). A partir d'une solution
mére de nitrate d'uranyle (UO,(NOs),, 6H,O; 10 g U L"), une gamme de cing
concentrations a été préparée : 0 — 10 — 15 — 25 — 35 mg U L. 24h avant l'introduction
des larves, 2300 mL d'eau contaminée ont été préparés pour chaque concentration, puis
répartis dans 12 béchers contenant 5 g de sable de Fontainebleau — 190 mL bécher —

soit trois répliquats par concentration et par population.

Au premier jour d'exposition (JO), 10 larves agées de 96h ont été¢ introduites dans
chaque bécher. Les larves ont été nourries & JO et J2 (4 mg de Tétramin® bécher). A

J4, les larves survivantes ont été comptabilisées.

2.3.Analyses statistiques

A TI’issu du test de toxicité aiglie, a partir du nombre de larves survivantes par bécher, la
concentration pour laquelle on observe 50% de mortalité¢ (CL50) a été calculée ainsi que
son 1C95%, en ajustant un modele logistique grace au logiciel R et du package DRC

(Ritz et Streibig, 2005).

3.Résultats

Pour les populations U0, U1, U2 et U3, le nombre moyen de larves survivantes apres
96h d’exposition ont été respectivement dans la condition contrdle de 8,0 — 8,0 — 8,3 —

9,0 larves (figure 32).
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Figure 32. Nombre (moyenne + ES) de larves survivantes apres 96h d'exposition a
l'uranium en fonction des populations U0, Ul, U2, et U3, respectivement pré-exposées
pendant 6 générations a 0, 32, 64, et 128 ug U g ps (U3). Pour chaque population, la

courbe représente le modele logistique ajusté (N = 4) .
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Les CL50 aprés 96h d'exposition ont été respectivement pour les populations U0, Ul,

U2,et U3 de 17,7 - 21,0 - 20,9 — 23,4 mg U L' (tableau 15).
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Tableau 15. CL50 apres 96h, ainsi que leur intervalle de confiance a 95% (1C95%).

Population CL50, 96h (mg UL")  1C95%

vo
Ul
U2
U3

17,7
21,0
20,9
23,4

16,0-19,3
194—-22,6
19,5-22,3
22,1 -24,6
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4.Discussion

L'expérience 3 a permis de déterminer pour les individus des populations U0, U1, U2, et
U3 leur niveau de tolérance moyen a l'uranium a travers le calcul d'une CLS50
(concentration pour laquelle 50% des larves sont mortes apres 96 heures d’exposition a
une gamme de concentration aigué d'uranium; figure 32; tableau 15). Des différences de
tolérance a l'uranium entre les populations ont été révélées apres 6 générations
d'exposition. La population la plus sensible a été la population UOQ, issue du traitement 0
ug U g' ps de I'expérience 2, avec une CL50 de 17,7 mg U L. La population U3, issue
du traitement 128 ug U g ps a été la plus tolérante avec une CL50 de 23,4 mg U L.
Ces résultats soulignent qu'au sein de la population d'origine, des différences de
tolérance d'origine génétique existaient entre les individus, et que les plus tolérants
seraient au départ en faible proportion (Ward et Robinson, 2005). Par la sélection
induite par la présence d'uranium dans les traitements Ul, U2, et U3, leur proportion
aurait augmenté au fil des générations dans les populations exposées, avec pour

conséquence une amélioration de la fitness des populations.

L'expérience 2 ayant été réalisée dans des conditions contrélées, on peut mettre en
relation l'acquisition de tolérance révélée par l'expérience 3 a la concentration en
uranium présent dans les traitements. Ainsi au bout de six générations, 1'augmentation
du niveau de tolérance chez les populations pré-exposées a l'uranium a révélé une
adaptation locale. Ene effet les individus des populations Ul, U2, et U3 ont été en
moyenne plus tolérants a l'uranium que ceux de la population U0O. Une précédente
expérience de sélection artificielle chez Chironomus riparius exposé a du cadmium
avait également mis en évidence une augmentation de tolérance aprés neuf générations
d'exposition a des concentrations entrainant des effets négatifs sur la croissance et la

reproduction des individus (Postma et Davids, 1995).

Apres six générations d'exposition, les individus de la population U3 ont été ceux ayant
le niveau de tolérance a l'uranium le plus élevé, suivi des populations U1, et U2, et enfin

de la population U3. Ces résultats laissent supposer d'une proportionnalité entre la
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concentration en uranium et l'intensité de la pression de sélection. Une telle relation a
déja ét¢ démontrée par le passé lors d'expériences de sélection artificielle en présence de
polluant au cours desquelles un suivi du niveau de tolérance avait été fait (Magnusson et
Ramel, 1986; Xie et Klerks, 2003). Cependant, le niveau de tolérance des populations
U0, Ul, U2, et U3 n'a été mesuré qu'apres la sixiéme génération. L'absence de suivi ne
permet donc pas de confirmer l'acquisition graduelle de tolérance pour les populations
Ul,U2, et U3. Néanmoins, vu les micro-évolutions mise en évidence lors de
l'expérience 2, ces résultats confirment le role de I'uranium comme principal agent de la

sélection induite dans les traitements U1, U2, et U3 de l'expérience 2.

La tolérance a un stress environnemental implique des mécanismes spécifiques ou non
au type de stress (Posthuma et Van Straalen, 1993). Soumis a un stress les organismes
peuvent réduire les impacts en modifiant leur comportement ou leur physiologie
(Hoffmann et Parsons, 1991) (c.f. Boite 2. Mécanismes de tolérance aux métaux lourds
chez les espeéces animales. p.26). Au sein d'une population exposée a un métal, toute
variabilité inter-individuelle au niveau des performances du ou des mécanismes
impliqués va donc conduire a une sélection (Hoffmann et Parsons, 1991). Si
l'expérience 3 confirme l'acquisition d'une tolérance pour les populations pré-exposées a
I'uranium, en revanche l'identification des mécanismes responsables n'a pu étre faite.
Néanmoins au regard des résultats et observations lors de l'expérience 2, le changement
de comportement pourrait étre une des pistes a explorer pour expliquer l'adaptation

locale des populations U1, U2, et U3.
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5.Conclusion

Afin de relier les changements phénotypiques observés dans les traitements uranium de
l'expérience 2 a l'acquisition d'une tolérance, l'expérience 3 a permis de mesurer la
sensibilité¢ des populations. Ce bioessai de 96h réalisé sur des larves issues de la sixiéme
génération de I'expérience 2 a permis de mettre en évidence l'acquisition d'une tolérance
pour les populations exposées a l'uranium, la population la plus tolérante étant celle

exposé a la plus forte concentration.

Ces résultats confirme la sélection directionnelle induite par l'uranium, favorisant les

individus les plus tolérants.
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Expérience 4:
consequences genetique
d'une pré exposition a

'uranium

1.Introduction

On parle d’adaptation locale lorsque dans un certain habitat, les génotypes locaux
présentent une fitness relative supérieure aux génotypes originaires d’un autre habitat
(Sotka, 2005). L'adaptation locale peut étre la conséquence soit d'une acclimatation, soit
d'une adaptation génétique. Une acclimatation fait intervenir la plasticité phénotypique.

Une adaptation génétique résulte de la sélection naturelle (Danchin et al., 2005).

Les différents épisodes sélectifs passés ou en cours ont donc pu entrainer des
divergences génétiques importantes entre des populations aux histoires de vie
différentes. Ces divergences seront d'autant plus grandes que les pressions de sélection
seront fortes, directionnelles et opposées (Hendry et Gonzalez, 2008; Manier et al.,

2007).

La sélection par une pollution métallique nouvelle est considérée comme directionnelle,
continue et forte. Lorsque les conditions nécessaires a 1'évolution de la population sont
réunies, cette sélection se traduit par une augmentation de la tolérance des populations

aux métaux lourds présents dans leur environnement (tableau 1, p.21).
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En exposant des larves de Chironomus riparius a un sédiment contaminé a l'uranium
durant plusieurs générations consécutives, nous avons mis en évidence une sélection
induite par la présence d'uranium, entrainant une amélioration progressive de la fitness
moyenne des individus exposés (expérience 2), ainsi qu'un accroissement de leur niveau
de tolérance, qui suggere I’existence d'une adaptation (expérience 3). Ces résultats
laissent supposer qu'une adaptation génétique a eu lieu au cours des huit générations
d'exposition chez les populations soumises a la présence d'uranium. Ainsi dans
I'hypothése ou une sélection directionnelle et forte s'est opérée sur les populations
exposées a l'uranium, le tri des organismes au cours de 1'expérience 2 a pu conduire a

leur divergence génétique.

Afin de vérifier I’existence d'une telle divergence génétique entre les populations, il est
nécessaire de placer des individus de ces différentes populations dans des conditions
environnementales identiques, lors d'une expérience de jardin commun. De par 1'origine
commune des populations, en 1’absence d'effets environnementaux, toute différence
phénotypique entre les populations reflétera des différences génétiques (Luckinbill et

al., 1989).

Une expérience de jardin commun a été réalisée sur la sixieme génération de
l'expérience 2. Toutes les populations ont été placées dans un méme environnement non
contaminé, et leurs phénotypes ont ét¢é comparés afin de mettre en évidence des
divergences génétiques. De plus, la plupart des traits phénotypiques mesurés étant des
traits d'histoire de vie, un colit en terme de fitness de l'acquisition de tolérance des

populations exposées a l'uranium a pu étre détectée.
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2.Matériels et méthodes

2.1.Plan expérimental

Toutes les populations ont été maintenues pendant deux générations successives dans un
environnement non contaminé (aquarium contenant 600 g de sédiment artificiel et une
colonne d'eau synthétique aux proportions respectant un rapport hauteur de
sédiment/hauteur d'eau de 1/4 (Environnement Canada, 1997; AFNOR, 2004). A chaque
génération les aquariums ont été préparés 24 heures avant l'introduction des larves. Une
aération par bullage a débit modéré a permis de maintenir dans les aquarium un taux
d'oxygeéne dissous > 5 mg L. Les conditions ont été statiques, I'eau rajoutée au cours de

l'exposition servant a compenser 1'évaporation.

Les mesures biologiques ont été¢ faites uniquement sur la deuxiéme génération afin
d'éviter l'influence d'éventuels effets maternels sur les traits d'histoire de vie mesurés, et
qui pourraient étre responsables de différences phénotypiques entre les individus de la

premiére et de la deuxiéme génération (Posthuma et Van Straalen, 1993; Dal Pos, 2008).

2.1.1.Premiere génération du jardin commun

Au premier jour d'exposition (JO), cent larves de Chironomus riparius agées de 48h ont
été introduites dans chaque aquarium (soit une densité de 2300 larves m?). Ces larves
ont ¢té produites par la sixieme génération de I'expérience 2. Elles n'ont jamais été
directement exposées a un environnement contaminé a l'uranium. L'ensemencement
s'est fait pour chaque traitement sans mélanger les répliquats, soit seize populations

issues de parents soumis a quatre traitements en uranium différents (U0, U1, U2, U3).

Les larves ont été nourries ad libitum de Tétramin® a raison de 0,4 mg larve™ aquarium’
"aJ0, J2, J3, puis 0,6 mg larve™ aquarium™ jour” jusqu'a la fin des émergences. Le suivi
des émergences ainsi que des pontes de masses d'eau s'est faite quotidiennement selon la

méthode décrite dans l'expérience 2. Ainsi les masses d'ceufs prélevées jusqu'a J22 ont
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été stockées a 4°C, puis remis a 21 = 1°C quatre jours avant l'ensemencement de la

deuxiéme génération.

2.1.2.Deuxieme génération du jardin commun

L'ensemencement, ainsi que le déroulement de la deuxiéme génération du jardin
commun s'est faite de manicre identique a la génération précédente. Cependant, afin de
permettre des mesures au niveau larvaire, un répliquat supplémentaire a été rajouté pour
chaque population — un bécher de 400 mL contenant 60 g ps de sédiment artificiel, une
colonne d'eau d'une hauteur conforme a obtenir un rapport hauteur de sédiment/hauteur
d'eau de 1/4. Au premier jour d'exposition (J0), dix larves Chironomus riparius agées de
48h ont été introduites dans chaque bécher en respectant leur origine. Tous les béchers
ont recu 0,2 — 0,4 — 0,6 mg larve™ de nourriture (Tétramin®, Allemagne) respectivement
a JO et J1, J2 et J3, J4 a J6, soit des conditions de nourriture ad libitum (A. Pery,
communication personnelle). A J7, dernier jour d'exposition, les larves survivantes ont

été prélevées et préservées dans 70% d'éthanol.

2.2.Echantillonnages, montages et mesures morphométriques
sur les adultes

A la deuxiéme génération pour chaque aquarium, I'échantillonnage des adultes, ainsi
que les mesures morphométriques faites sur les ailes et les pattes ont été réalisées selon

le protocole décrit dans 1'expérience 2.

2.3.Mesures physico-chimiques

Au cours des deux générations, la température, le pH, l'oxygene dissous et la
conductivité ont ét¢ mesurés dans chaque répliquat a JO, J6, et J14, avant l'ajout

quotidien de nourriture.
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2.4.Mesures biologiques

Sur les larves prélevées apres sept jours de développement, leur survie, leur temps de
développement, ainsi que leur croissance, on été mesurés respectivement par le nombre
de larves survivantes a sept jours, leur largeur de capsule céphalique, et leur longueur

selon le protocole décrit dans 1'expérience 1.

Au niveau des adultes prélevés au cours de la période d'émergence de la deuxieme
génération, le nombre d'émergences, le temps d'émergence des adultes, la taille des
adultes, la fécondité des femelles, et le succés d'éclosion ont été calculés selon le

protocole décrit dans l'expérience 2.

2.5.Analyses statistiques

Apres vérification de la normalité, ainsi que de I'homogénéité des données apres
transformations éventuelles des critéres d'effet mesurés a la deuxiéme génération, une
MANOVA a un facteur, suivie de comparaisons deux a deux (test de Newman et Keuls)
ont permis de vérifier la présence de différences phénotypiques d'origine génétique

entre les populations U0, U1, U2, et U3.
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3.Résultats

L'analyse de variance multivariée (MANOVA) réalisée sur I'ensemble des caractéres
mesurés au cours de la deuxiéme génération de l'expérience de jardin commun a mis en

¢vidence une différence significative entre les populations (tableau 16).

Expérience 4. conséquences génétique d'une pré exposition a l'uranium 202



Tableau 16. MANOVA sur les traits mesurés pour chaque population a la deuxieme

génération de l'expérience en jardin commun (n = 4).

Caractere Fros p
MANOVA 2,70 %
Fsop
ANOVA Larve % survie 2,82 0,08
Largeur de capsule 353 %
céphalique
Longueur 2,61 01
Adulte % émergence 081 051
EmTS50 male 9,99  xE*
EmT50 femelle 4,64 %
Taille male 12,18 ***
Taille femelle 4,87  k*
Reproduction Nombre d'ceufs par masse 4,10 *
Taux de masses écloses 2,97 0,07

*p < 0,05, % p < 0,01; ***p < 0,001
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3.1.Survie

Concernant le pourcentage de survie des larves aprés sept jours et le pourcentage
d'émergences, aucune différence significative entre les populations n'a été détectée

(figure 33).
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Figure 33. (A) Pourcentage (moyenne = ES) de larves survivantes apres sept jours, et
(B) pourcentage d'émergence au cours de la deuxieme génération de l'expérience de

Jardin Commun en fonction des populations.
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3.2. Temps de développement

Apres sept jours d'exposition, la largeur moyenne des capsules céphaliques des larves a
respectivement ¢été pour les populations U0, Ul, U2, et U3, de 530 um, 493 um; 505
um, 540 pum (figure 34). Des différences significatives ont été détectées entre les
populations (ANOVA: F5 1, = 3,53; p < 0,05). Les comparaisons deux a deux ont permis
de mettre en évidence une largeur de capsule céphalique moyenne chez la population

Ul significativement plus petite que chez les populations U0 et U3 (p < 0,05).

Les populations ont montré des différences significatives du temps d'émergence des
males et des femelles (ANOVA male, F31, = 9,99; p < 0,001. ANOVA femelle, F31, =
4,64; p < 0,05) (figure 34). Les adultes males de la population Ul ont émergé
significativement et respectivement 0,5, 0,5, 0,8 jours plus tard que ceux des
populations U0, U2 et U3 (test de Newman et Keuls: p < 0,05). Les adultes femelles de
la population Ul ont émergé significativement et respectivement 1,0 et 1,1 jours plus

tard que celles des populations U2 et U3 (test de Newman et Keuls: p < 0,05).
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Figure 34. (A) Largeur (moyenne + ES) de capsule céphalique des larves survivantes
apres sept jours, (B) EmT50 (moyenne = ES) des mdles et (C) EmT50 des femelles au
cours de la deuxieme génération de l'expérience de Jardin Commun en fonction des
populations. Des lettres différentes indiquent une différence significative entre les

populations (test de Newman et Keuls, p < 0,05).
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3.3.Taille

Apres sept jours, la longueur des larves a respectivement été pour les populations UO,
Ul, U2, et U3, de 10,0 mm, 9,2 mm, 10,1 mm, 10,2 mm (figure 35). Aucune différence

significative entre les populations n'a été mis en évidence.

Les tailles des adultes des deux sexes ont différé de manicre significative entre les
populations (ANOVA male, F;, = 12,18; p < 0,001. ANOVA femelle, F;,, =4,87; p =
0,015) (figure 35).

Les adultes males des populations Ul et U2 ont été significativement plus grands que
ceux des populations U0 et U3. Les adultes males des populations U3 ont été

significativement plus petits que ceux des autres populations.
Les adultes femelles de la population U1 ont été significativement plus grands que ceux

des populations U0 et U3. Les adultes femelles des populations U3 ont été

significativement plus petits que ceux des populations Ul et U2.
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Figure 35. (A) Longueur des larves survivantes (moyenne = ES) apres sept jours, (B)

taille (moyenne + ES) des adultes mdles et (C) femelles au cours de la deuxieme

geénération de l'expérience de Jardin Commun en fonction des populations. Des lettres

différentes indiquent une différence significative entre les populations (test de Newman

et Keuls; p < 0,05).
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3.4.Reproduction

Aux cours de la deuxieme génération de l'expérience de Jardin Commun, le nombre
d'ceufs par masse a été pour les populations U0, U1, U2, et U3, respectivement de 632,
629, 654, 564 ceufs (figure 36). L'analyse de variance a permis de mettre en évidence
des différences significatives entre les populations (ANOVA: F5;, = 4,10; p < 0,05). Le
nombre d'ceufs par masse de la population U3 est significativement plus faible que celui

des autres populations (Test de Newman et Keuls: p < 0,05).

Concernant le taux de masses écloses, aucune différence entre les populations n'a été

détectée (ANOVA: F; 1, =2,97; p = 0,07)(figure 36).
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Figure 36. (A) Nombre d'ceufs par masse (moyenne + ES), et (B) Taux de masses écloses

(moyenne = ES) au cours de la deuxieme génération de l'expérience de Jardin Commun

en fonction des populations. Des lettres différentes indiquent une différence significative

entre les populations (test de Newman et Keuls; p < 0,05).
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4.Discussion

L'analyse de variance multivariée réalisée sur l'ensemble des caractéres mesurés au
cours de la deuxiéme génération de 1'expérience de jardin commun a mis en évidence
des différences significatives entre les populations (tableau 16). Puisqu'aucune
différence n’a ¢été détectée au niveau des parametres de qualité de 1’eau entre les
populations (Dal Pos, 2008), nous pouvons affirmer que les conditions d'exposition ont
¢été identiques. Par conséquent les différences phénotypiques significatives entre les

populations sont imputables a des différences génétiques (Falconer et Mackay, 1996).

L'origine commune des populations, puis leurs histoires de vie différentes au cours de
l'expérience 2 permettent de donner a ces différences une valeur adaptative (Luckinbill
et al., 1989). En effet, les populations U1, U2, U3 ayant été soumises a une sélection
induite par l'uranium, toute différence avec la population U0 peut donc étre lie a
l'acquisition d'une tolérance (tableau 15). Ainsi les populations préalablement exposées
ont présenté¢ des différences génétiques significatives en termes de temps de
développement (figure 34), de taille des adultes (figure 35), et de fécondité (figure 36;
tableau 15). Ces résultats seront discutés a la lumiere de l'acquisition de tolérance des

populations U1, U2, et U3 (figure 32; tableau 15).

Les mesures de largeur de capsule céphalique, de temps d'émergence des males (EmT50
male) et des femelles (EmT50 femelle) ont révélé des différences génétiques entre les
populations en termes de temps de développement (tableau 15; figure 34). Le temps de
développement de la population Ul a été significativement plus long que les autres
populations, les autres populations n'étant pas significativement différentes entre elles.
La taille des adultes a également été significativement différente (tableau 15; figure 35).
Globalement, les adultes des populations U1 et U2 ont été en moyenne plus grands, et
les adultes de la population U3 plus petits. Les résultats de cette expérience confirment
ceux de l'expérience 2 dans laquelle des différences de taille des adultes, de temps de

développement et de fécondité similaire ont été observées. Ils renforcent notre
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conclusion selon laquelle une évolution s'est produite durant les huit générations

d'exposition a l'uranium.

Ces différences phénotypiques montrent que les individus sélectionnés au cours de
l'expérience 2 dans les traitements 32 et 64 pg U g ps ont été ceux de grande taille,
c'est a dire ceux au succes reproducteur élevé. (c.f. hypothése de sélection séquentielle;
expérience 2). Cette grande taille peut expliquer la plus grande tolérance a 1'uranium de
ces individus par rapport aux individus de la population contrdle (tableau 15), comme
'ont montré Guedes et al. (2006) lors d'une étude sur la résistance aux insecticides chez

le coleoptere Sitophilus zeamais.

Guedes et al. (2006) ont comparé lors d'un jardin commun les caractéristiques de
populations naturelles résistantes avec une population contrdle. L'une des populations,
caractérisée par une grande résistance au DDT et au pyréthroides (mise en évidence par
des tests de toxicité aigué), présentait dans son environnement naturel des performances
démographiques comparables a celles de la population contréle dans son propre
environnement. Lors du jardin commun (environnement contrdlé et sans insecticide) les
auteurs ont suivi les émergences et mesuré sur des individus leur respiration, leur poids
et leur quantité de réserves énergétiques. Pour la population résistante au DDT et aux
pyréthroides, par rapport a la population contrdle, les émergences ont été similaires, la
respiration des individus plus élevée, la taille plus grande ainsi que des réserves
énergétiques supérieures. Les auteurs en ont conclu qu'a performances démographiques
¢quivalentes, la tolérance a impliqué une plus grande mobilisation des réserves
énergétiques du fait d'une activité métabolique élevée — probablement a cause de la mise
en place d'un mécanisme de détoxication — ainsi qu'une plus grande quantité de réserves

énergétiques grace a la taille plus grande.

Par analogie, les causes de la plus grande tolérance des populations Ul et U2 par
rapport a la population UO peut s'expliquer par 1'augmentation des réserves énergétiques

a travers l'augmentation de la taille des adultes (figure 35). Ainsi la taille plus grande
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des individus Ul et U2 a conduit a l'augmentation de leur réserve permettant alors
d'allouer de 1'énergie a un mécanisme de résistance sans diminuer la part allouée a la

reproduction (figure 36).

Pour la population U3, les individus ont été significativement plus petits, avec une
fécondité plus faible que celles des autres populations. Dans le traitement 128 pg U g™
ps de l'expérience 2, ce sont les individus au succes d'émergence ¢élevé (temps de
développement court) qui ont été favorisés. Notons que ces individus ont dans des
conditions non contaminées un succeés reproducteur plus faible que les individus des

autres populations (taille plus petite, fécondité plus faible; figures 35 et 36).

Si l'adaptation génétique aux métaux lourds améliore la fitness des populations dans un
environnement contaminé, en revanche dans un autre environnement, elle peut
engendrer un colit en terme de fitness : la mise en place d'un mécanisme physiologique
de tolérance pouvant étre énergétiquement cotiteux (Sibly, 1994). En effet la tolérance a
un stress peut étre due a deux types de changements énergétiques, (i) la modification de
l'allocation énergétique, et (ii) la diminution de l'acquisition des ressources dans un
environnement stressant (Hoffmann et Parsons, 1991). Si la tolérance au stress permet
d'améliorer la survie, en revanche elle est aussi synonyme de quantité d'énergie moindre
pour d'autres processus tels que la croissance ou encore la reproduction (Sibly, 1994;
Hoffmann et Parsons, 1991). Dans un environnement non contaminé, on peut donc
observer chez les populations tolérantes une baisse de fitness par rapport a celle d'une
population sensible, comme c'est le cas pour la populations U3. La taille
significativement plus petite des adultes, ainsi que la fécondité plus faible des femelles
issues de la population U3 dans I'expérience de jardin commun mettent en évidence un

colt de tolérance, dont la nature est génétique (Posthuma et Van Straalen, 1993).

Pour les populations U1 et U2, l'apparente absence de coflit en terme de fitness peut étre
la conséquence de la sélection induite par les conditions expérimentales de 1'expérience

2, en favorisant les individus a la capacit¢ d'acquisition é¢élevée. En effet cette
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augmentation d'acquisition pourrait compenser le surcolt énergétique de la tolérance

(Roff, 2007).

La sélection directionnelle induite par un toxique peut également induire un colit pour la
population, avec une diminution de sa variabilité génétique (Nowak et al., 2009; Ward
et Robinson, 2005; Lopes et al., 2005; Van Straalen et Timmermans, 2002; Posthuma et
Van Straalen, 1993). Cette érosion génétique s'explique alors essentiellement par la
sélection des plus tolérants, leur nombre diminuant avec l'intensité de la sélection. Ainsi
des expériences de sélection en laboratoire ont permis de mettre en évidence une
diminution de la diversité génétique chez des populations soumises a la présence d'un
toxique. Par exemple, lors d'une expérience multi-générations en laboratoire visant a
¢tudier les effets du tributylétain (TBT) (Vogt et al., 2007), Nowak et al. (2009) ont
suivi 1'évolution de la variabilité génétique des populations au cours des 12 générations
d'exposition a l'aide de marqueurs microsatellites. L'exposition au TBT a entrainé une
baisse significative de la survie et de la reproduction, ainsi qu'un retard de
développement. Les marqueurs microsatellites ont révélé une baisse significative de la
variabilité génétique chez les population exposées au TBT au cours des 12 générations
d'exposition. Les auteurs en ont conclu que l'exposition a un toxique entrainant des
effets négatifs sur la survie et la reproduction peut également entrainer une diminution

de la variabilité génétique.

De méme Ward et Robinson (2005) ont réalis¢é une expérience de sélection en
laboratoire sur des populations de Daphnia magna exposées au Cd pendant huit
générations. Les auteurs ont mis en évidence chez les populations devenues tolérantes
des daphnies plus petites, ainsi qu'une baisse significative de la diversité génétique,

ainsi qu'une plus grande sensibilité a d'autres toxiques par rapport aux controles.

A cette baisse de diversité génétique due a la sélection des plus tolérants, peut
¢galement s'ajouter une diminution de la taille de la population du fait de la toxicité du

polluant, entrainant alors une augmentation de la consanguinité. Cette augmentation de
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la consanguinité peut alors avoir un impact négatif sur la fitness de la population. Chez
Chironomus riparius, 1l a ét¢ démontré une baisse importante de la fitness de population
avec l'augmentation du niveau de consanguinité lors d'une exposition a un
environnement toxique (sédiment contaminé au Cd, Nowak et al., 2007). De méme, lors
d'une méta analyse sur I'é¢tude de la relation entre la fitness d'une population et sa
diversité génétique, Reed ef al (2003) ont pu mettre en évidence une corrélation
significative entre les mesures de diversité génétique et la fitness des populations. Les
auteurs de cette méta analyse ont déterminé que 19% de la variation de fitness

s'expliquait par la diversité génétique.

Dans notre expérience de jardin commun, le colt de tolérance chez la population U3
(figures 35 et 36) pourrait étre un indice de perte de diversité génétique. La toxicité de
l'uranium aurait dans ce cas ¢éliminé avant reproduction plus de la moitié des larves
initialement introduites. Cette forte diminution du nombre de reproducteurs, synonyme
de diminution de la taille efficace de la population, combinée a une sélection
directionnelle des individus les plus tolérants a I'uranium, entrainerait une diminution de
la diversité génétique. Si pour le moment, aucune mesure réalisée lors des expériences 2
et 4 n'a permis de mesurer 1'évolution de la variabilité génétique des populations, une
analyse génétique (microsatellites) est en cours, afin de mesurer la diversité génétique
des populations a la génération FO et F7 de l'expérience 2. Les premiers résultats
confirmeraient 1'érosion génétique dans le traitement 128 pug U g ps (Carsten Nowak,

communication personnelle). Ces résultats sont en cours de traitement.

Or la variabilité génétique détermine le potentiel adaptatif d'une population (Bell et
Collins, 2008). Toute érosion génétique due a une sélection directionnelle induite par un
toxique entrainera donc pour la population concernée, une diminution de sa capacité a
répondre a toute nouvelle modification de son environnement (Van Straalen et
Timmermans, 2002). La probable baisse de diversité génétique de la population U3

mesurée apres six générations d'exposition & une concentration en uranium entrainant
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une diminution du nombre de reproducteur de plus de 50% laisse donc supposer une

diminution de sa capacité a répondre a un nouveau changement d'environnement.
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5.Conclusion

L'expérience 4 (jardin commun) a confirmé la nature génétique de l'adaptation des
populations exposées a l'uranium lors de l'expérience 2. Ces populations ont en effet
montré des différences génétiques en termes de taille des adultes et de fécondité des
femelles, qui sont a mettre en lien avec l'acquisition de tolérance au cours de
l'expérience 2. Ainsi pour les populations U1 et U2, respectivement exposées a 32 et 64
ug U g! ps, 'augmentation de la tolérance associée a une augmentation de la taille des
adultes laisse supposer comme mécanisme de tolérance la conservation de I'énergie. En
revanche pour la population U3 exposée a 128 ug U g ps, la diminution de la taille des
adultes ainsi que la baisse de fécondité des femelles mettent en évidence un coiit de la
tolérance au niveau de la fitness, signe de la mise en place d'un mécanisme de tolérance
augmentant les dépenses énergétiques, qui peut étre aussi un indicateur d'une érosion

génétique, et par conséquent une diminution de son potentiel adaptatif.

Expérience 4. conséquences génétique d'une pré exposition a l'uranium 218



Synthese des résultats

Dans un premier temps, les expériences 1 et 2 (génération FO) ont permis d'étudier la
toxicité de l'uranium dans nos conditions expérimentales. Ainsi lors d'une premicre
exposition a un sédiment contaminé, 1'uranium a entrainé une diminution de la survie
des larves, une inhibition de la croissance larvaire, une instabilité du développement,
ainsi qu'une baisse du succeés reproducteur des adultes. De fait, les performances
démographiques des populations exposées aux traitements > 64 pg U g ps ont ainsi été
significativement inférieures a celles du traitement controle. Selon I'hypothése de la
mortalité différenciée, ces résultats réveélent également la plus grande fitness des

individus capables de maintenir un développement stable en présence d'uranium.

Dans un second temps, I'expérience 2 nous a permis d'étudier la réponse adaptative des
populations exposées a l'uranium en suivant les modifications phénotypiques sur huit
générations. Les populations ont subi deux pressions de sélection qui expliquent les
modifications phénotypiques observées, dont la plupart sont de nature micro-évolutive.
La premiére résulte des conditions d'exposition communes a tous les traitements
(nourriture ad libitum, densité constante) qui ont favoris¢ les individus a la capacité
d'acquisition d'énergie élevée. Cette sélection a entrainé une accélération significative

du développement au cours des huit générations.

La seconde pression de sélection est due a la présence d'uranium qui a favoris¢ les
individus capables d'atteindre le stade adulte en ayant un succes reproducteur élevé
(grande taille; faible asymétrie au niveau des ailes). Au bout de huit générations, les
performances démographiques des populations des traitements > 64 ug U g ps sont
devenues comparables a celles du traitement contrdle. Ainsi, quelle que soit la
concentration en uranium, les populations ont répondu a la sélection directionnelle
induite par l'uranium — sélection faite notamment selon le niveau de tolérance des

individus.
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Lors de l'expérience 3, les individus issus de la génération F5, des populations
préalablement exposées aux traitements 32, 64, et 128 ug U™ ps, ont eu un niveau de
tolérance plus ¢levé que ceux issus de la population controle. Les individus les plus

tolérants ont été ceux issus de la population exposée au traitement 128 pg U g' ps.

Les différences de taille et de fécondité des adultes entre les populations mesurées lors
de l'expérience 4 ont confirmé la nature génétique de l'adaptation a l'uranium. Ces
divergences mettent également en évidence des réponses adaptatives différentes selon
l'intensité¢ de la sélection. L'action séquentielle de la sélection induite par 1'uranium
expliquerait la réponse évolutive différente des populations en fonction du traitement en

uranium.

En effet, la probabilit¢ de survie augmentant avec les stades larvaires, le succes a
I'émergence des adultes dépend principalement de la probabilité de survie des larves au
cours des premiers stades. Un premier tri a donc eu lieu lors des premiers jours
d'exposition : les larves a la capacité de survie élevée ont un temps de développement
court et une fécondité basse. Les larves, une fois adultes, ont eu des performances de
reproduction d'autant plus basse que la pression de sélection a été faible, par rapport a

d'autres adultes moins tolérants, qui ont également survécu dans ces conditions.

Le second épisode sélectif a eu lieu sur les adultes lors de la reproduction, apres
exposition a l'uranium des larves survivantes tout au long de leur développement. Les
individus capables de maintenir en présence d'uranium un développement stable, une

croissance optimale et un succes reproducteur élevé ont alors été favorisés .

Les conséquences de I'adaptation des populations Ul, U2, et U3 a un environnement
contaminé a l'uranium ont ét¢é notamment un colt en termes de fitness lorsque placé
dans un environnement non contaming, ainsi qu'une probable baisse de la diversité

génétique, en particulier pour la population U3.
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Si l'uranium a entrainé en premier lieu des effets toxiques sur les populations, celles-ci
ont donc été capables de répondre a la pression de sélection induite par ce stress, en

s’adaptant génétiquement a sa présence en moins de huit générations.
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Conclusion générale et

perspectives

L'objectif de ce travail de doctorat a été d'étudier la réponse adaptative d'une population
de Chironomus riparius exposée a un sédiment contaminé a l'uranium, en choisissant
une démarche originale et innovante d' « écotoxicologie évolutive ». En combinant a la
fois une démarche d'évolution expérimentale suivie d'une approche comparative, nous
avons pu répondre a un certain nombre de questions sur le role de la présence d'uranium
dans la sélection naturelle, les mécanismes adaptatifs mis en place et les conséquences
pour les populations exposées. L'exposition d'une méme population a différents
scénarios d'exposition a permis notamment de relier l'acquisition de tolérance a travers
le suivi des traits d'histoire de vie au fil des générations, a la concentration présente dans

I'environnement.

L'uranium a induit une pression de sélection de type séquentielle sur les populations
exposées a des concentrations entrainant des effets sublétaux. Cette sélection a été
directionnelle et forte du fait d'une augmentation significative de la fitness et du niveau
de tolérance des populations exposées, ainsi que l'apparition de divergence génétique
des la sixiéme génération d'exposition entre les populations. Si les conséquences de
cette adaptation génétique ont été¢ une amélioration des performances démographiques
des populations exposées en milieu contaminé, cette adaptation a également entrainé un
colt en termes de fitness lorsque ces populations ont été placées dans un environnement
non contaminé. Pour la population exposée a la plus forte concentration, une probable

baisse de sa variabilité génétique a altéré son futur potentiel adaptatif.
Ce travail a ainsi permis d'appréhender les conséquences bio démographiques des

mécanismes adaptatifs qui ont agi sur les populations exposées a I'uranium pendant huit

générations. Le type d'approche employée et les résultats acquis lors des différentes
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expériences réalisées conduisent a plusieurs perspectives de recherche, dans le but
d'approfondir non seulement les connaissances sur les réponses adaptatives des
populations exposées a l'uranium, et plus généralement aux polluants dans un contexte
d'évaluation du risque de ces produits, mais également celles concernant les

mécanismes adaptatifs mis en jeu:

(i) Identification des mécanismes comportementaux et/ou physiologiques
responsable de la tolérance.

La tolérance a un stress environnemental implique des mécanismes spécifiques ou non
au type de stress (Posthuma et Van Straalen, 1993). Soumis a un stress les organismes
réduisent les impacts en modifiant leur comportement et/ou leur physiologie (Hoffmann
et Parsons, 1991). Lors de nos travaux, nous n'avons pas identifié¢ le ou les mécanismes
responsables de l'augmentation du niveau de tolérance des individus issus des
populations exposées a l'uranium au cours de l'expérience 2. Cependant, nos résultats
suggereraient que les larves exposée a l'uranium modifierait leur comportement dans le
but de limiter leur dépenses énergétiques et leur exposition (pas d'enfouissement dans le

sédiment).

(ii) Conséquence pour la population de l'adaptation génétique a la présence
d'uranium dans l'environnement sur la capacit¢ a répondre a un nouveau
changement d'environnement.

La sélection directionnelle induite par un toxique peut €également induire un colt pour la
population, avec une diminution de sa variabilité génétique (Posthuma et Van Straalen,
1993). La variabilité génétique détermine le potentiel adaptatif d'une population (Bell et
Collins, 2008). Toute érosion génétique due a une sélection directionnelle induite par un
toxique entrainera donc pour la population concernée, une diminution de sa capacité a
répondre a toute nouvelle modification de son environnement (Van Straalen et
Timmermans, 2002). Une des conséquences de l'adaptation d'une population a un
certain environnement peut donc étre une diminution de son potentiel adaptatif. Dans
des conditions naturelles, l'environnement peut fluctuer selon des amplitudes, et des

intervalles de temps trés variables. Ces variations environnementales vont influer la
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croissance et l'abondance des populations, en modifiant notamment la force et la

direction de la sélection naturelle.

Dans la nature, aucune population n'est parfaitement adaptée, car les conditions
environnementales changent dans le temps et l'espace. Si les variations
environnementales sont rares, alors pour chaque nouvel environnement les mécanismes
adaptatifs auront le temps d'agir, et la population sera la plupart du temps adaptée. En
revanche, en cas de changement d'environnement plus rapide, la population sera la
plupart du temps faiblement adaptée. Si on considére alors une alternance
d'environnement conduisant a des pressions de sélection directionnelles et opposées, la
population peut alors étre dans l'incapacité de s'adapter, et pourra donc s'éteindre
(Gomulkiewicz et Holt, 1995; Bell et Collins, 2008). Ainsi la diminution du potentiel
adaptatif d'une population la rendra plus vulnérables aux variations environnementales.
La prise en compte de ces variabilités environnementales dans 1'étude de la dynamique
adaptative des populations permettrait de mieux comprendre notamment les

conséquences de I’adaptation génétique de nos populations de chironomes a I'uranium.

(iii) Sélection par l'uranium, acquisition de tolérance, et évolution des traits
d'histoire de vie.

Si la sélection par l'uranium au cours de 'expérience 2 a conduit a I'augmentation du
niveau de tolérance des populations exposées, nous n'avons pas suivi au fil des
générations son acquisition. L'évolution des traits d'histoire de vie a en revanche permis
de suivre les effets de la sélection induite par l'uranium sur les performances
démographiques des populations. Le lien entre la sélection induite par l'uranium,
l'acquisition de tolérance, et 1'évolution des traits d'histoire de vie n'a pu étre démontré.

Plusieurs hypothéeses doivent étre vérifiées:
(1) la sélection induite par 1'uranium a agi directement sur les génes codant pour les traits

d'histoire de vie, et a favorisé les génotypes au succés reproducteur éElevé.

L'augmentation de la tolérance ne serait alors qu'une conséquence de cette sélection;

Conclusion générale et perspectives 224



(i1) la sélection induite par l'uranium a agi sur les génes codant pour la tolérance a
I'uranium, et a favorisé les génotypes les plus tolérants. L'évolution des traits d'histoire
de vie serait diie a l'existence de compromis entre eux et le mécanisme physiologique

responsable de la tolérance a I'uranium.
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Glossaire

A

Adaptation (adaptation) : 1’adaptation d’une population a son environnement est le
résultat de I’action de la sélection naturelle sur la gamme de phénotypes disponibles
dans une population. Les génes conférant la meilleure valeur sélective aux individus qui
les portent sont alors favorisés, et leur fréquence tendra a s’accroitre dans le temps si les

conditions environnementales qui les sélectionnent sont maintenues (Boivin, 2003).

Adaptation locale (local adaptation) : on parle d’adaptation locale lorsque dans un
certain habitat, les génotypes locaux présentent une fitness relative supérieure aux

génotypes originaire d’un autre habitat (Sotka, 2005).

C

Compromis (Trade-offs) : lorsqu'ils sont soumis a la sélection naturelle les traits
d'histoire de vie évoluent vers une optimisation de la fitness, selon une trajectoire
définie par des compromis ou trade-offs (Roff, 2007). Un compromis existe lorsqu'une
modification sur un trait entraine une augmentation de fitness, et que de manicre
concomitante, la modification d'un autre trait entraine une diminution de celle-ci. Ce
terme de compromis s'utilise pour décrire a la fois une corrélation statistique entre les

traits, et/ou une relation fonctionnelle.

En génétique quantitative, les compromis sont considérés comme des covariances
génétiques négatives entre deux traits qui peuvent étre dues a des effets pléiotropes,
antagonistes, ou encore un déséquilibre de liaison de plusieurs génes (Roff et Fairbairn,
2007; Boivin, 2003). D'un point de vue fonctionnelle, le compromis peut étre décrit

selon un modele d'acquisition/allocation, comme par exemple le modele-Y de Van
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Noordwijk et De Jong (1986) (pour une description de ce modele, voir Roff et Fairbairn,

2007).

La compréhension de ces compromis fait 1'objet actuellement de nombreux travaux de
recherche en biologie évolutive, car si leur role dans 1'évolution des traits d'histoire de
vie ne fait aucun doute, les bases théoriques et les perspectives empiriques de leur
évolution sont encore peu explorés (Agosta et Klemens, 2009; Roff, 2007; Roft et
Fairbairn, 2007; Roff et al., 2006; Prasad et Amitabh, 2003).

Consanguinité (inbreeding) : reproduction entre individus directement apparentés

(endogamie) (Danchin et al., 2005).

La consanguinité tend a réduire le niveau moyen de tous les caracteres étroitement liés a
la valeur adaptative des individus. Ceci a pour conséquence pour les individus une
diminution de performance en terme de vigueur et de fertilit¢ (Falconer et Mackay,
1996).

D

Dérive génétique (genetic drift) : fluctuation aléatoire de la fréquence des génes au

cours des générations liés a un effet d’échantillonnage.

La différence essentielle entre la dérive génétique et la sélection naturelle est a
rechercher dans les conditions de leur enclenchement. Il n’est nullement nécessaire que
la variation sur un trait ait des conséquences en terme de survie et/ou de succes
reproducteur pour que la dérive génétique opere. L’importance de la dérive génétique
dépend en fait de la taille de la population. Lorsque la population est petite, les biais liés
a la stochasticit¢ des processus démographique (c'est-a-dire au hasard qui va, par
exemple, faire que telle lignée va ou ne va pas se reproduire a un moment donné)
peuvent étre importants. En effet, les probabilités qui conditionnent la duplication des
alleles au sein de la reproduction sexuée ne se réalisent parfaitement que dans des

populations d’effectif infini. Comme toute population naturelle est d’effectif fini, la
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dérive exerce toujours une influence plus ou moins modeste en fonction de la taille
réelle de I’effectif de la population et des autres forces évolutives (sélection, dispersion)
en présence. De ce fait, dérive et sélection opérent simultanément au sein de petites

populations.

Déséquilibre de liaison (linkage desequilibrium) : dans une population, association

non aléatoire d’all¢les appartenant a des locus différents.

E
Effet fondation (Foundation effect) : il obéit au méme principe que la dérive génétique
et le tirage aléatoire de gametes: lors de la fondation d'une nouvelle population (ou
d'une nouvelle espéce), les individus fondateurs (souvent en petit nombre) ne
représentent qu'un faible échantillon de la diversité génétique initiale de la population
originale. Ceci a pour effet une perte de diversit¢ génétique pour la population (ou
I'espéce) nouvellement créée: c'est ce que l'on nomme « l'effet de fondation », ou

« goulot d'étranglement » (http://www.eleves.ens.fr/home/agarnier/glossaire.htm).

Effet maternel (maternal effect) : influence du phénotype maternel sur le phénotypes
des descendants ; influence indépendante de la similarité¢ génétique. Par exemple chez

les mammiféres, 1’allaitement entraine des effets maternels sur la descendance.

Epistasie (epistasy) : Action dominante d'un géne sur un autre gene non allele, c'est-a-

dire qui n'est pas placé au méme niveau que l'autre sur les chromosomes d'une paire

(http://dictionnaire.mediadico.com).

Erosion génétique (genetic erosion) : perte de la diversité génétique des populations

soumises a un stress anthropique (d’aprés Van Straalen et Timmermans, 2002).

=

Fitness (fitness): voir valeur sélective.
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G

Géne : unité d’information dont le support matériel est la séquence d’ADN Danchin et

al., 2005).

Génome (genome) : ensemble de I’information génétique portée par un individu

(Danchin et al., 2005).

Génotype (genotype) : composition allélique du ou des loci étudiés chez un individu

(Danchin et al., 2005).

Goulot d’étranglement (bottleneck) : voir « effet fondation ».

H

Héritabilité (heritability) h’ : I’héritabilité d’un trait correspond au rapport entre la
variance additive et la variance phénotypique (V,/V»). L’héritabilité est donc la part des
différences entre les individus (V) qui est transmise aux descendants (V). L’héritabilité

est I’hérédité des différences (Falconer et MacKay, 1996).

Intensité de sélection (intensity of selection) i: au sein d’une population donnée,
différence entre la valeur moyenne d’un trait aprés et avant sélection divisé par 1’écart

type de la distribution du trait dans la population avant sélection (Danchin et al., 2005).

| G

Jardin commun (common garden) : pour un trait donné, la valeur moyenne dans une

population — la moyenne phénotypique — est déterminée par des facteurs génétiques,
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I’environnement, et les interactions génotype-environnement (Falconer et Mackay,
1996). Par conséquent, pour discuter des différences phénotypiques entre plusieurs
populations, il est nécessaire en premier lieu de déterminer dans les différences

observées, quelle est la part due au génotype et celle due a I’environnement.

L’'un des moyens de faire la distinction, entre la part génétique et la part
environnementale dans I’induction de différences dans les traits entre les populations,
est de réaliser des expériences de type « jardin commun » (common garden). Les
individus issus de populations vivant dans des environnements contrastés, sont placés
en laboratoire dans un méme environnement. Si il y a eu par le passé une adaptation
génétique des populations, alors les différences observées vont persister quelque soit
I’environnement. En revanche, si les différences sont principalement dues a des
phénomenes d’acclimatation, alors les différences entre les individus placés dans le

méme environnement vont s’estomper.

L

Larve (larva): stade autonome et précoce du développement, qui se distingue par des

traits spécifiques par rapport au autre stade du cycle de vie de 1'espece (Anger, 2006).

Locus (locus) : position d’un geéne sur le chromosome.

M

Micro-évolution (microevolution) : changement, a petite échelle, des fréquences
alléliques dans une population qui survient au bout de quelques générations. Les
mécanismes responsables de ces changements sont notamment les mutations, la
sélection naturelle, les flux de geénes, et la dérive génétique (d’apres :

http://en.wikipedia.org/wiki/Microevolution).
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Microsatellite (microsatellite) : séquence d’ADN constituée d’une répétition d’une,
deux, trois, ou quatre bases. Comme tous les genes, ces séquences sont héritables selon
les lois de Mendel. Dans un génome eucaryote, Cette séquence est largement dispersée.
L’étude de ces microsatellites a de nombreuses applications, notamment dans le
domaine de la biologie de la conservation.

(http://www.woodrow.org/teachers/esi/2002/Biology/Projects/p3/definition.htm)

I~

Phénotype (phenotype) : ensemble des caractéristiques d’un organisme qui résultent de
I’interaction entre son génome et son environnement dans lequel il s’est développé

(Danchin et al., 2005).

Plasticité phénotypique (phenotypic plasticity) Vi : capacit¢ d’un méme génotype a
donner différents phénotypes selon I’environnement dans lequel I’individu se

développe.

La plasticité phénotypique peut étre adaptative ou refléter des effets physiologiques qui
n’ont pas de signification adaptative. Elle est favorisée par la sélection naturelle
lorsqu’elle permet aux individus d’une population de s’ajuster efficacement aux
différents environnements qu’ils peuvent rencontrer. Il existe cependant certains cotits
liés aux mécanismes sensoriels et a la régulation nécessaire pour assurer un tel niveau
de flexibilité, de telle sorte que la plasticité phénotypique reste limitée (Danchin ef al.,

2005).

Pleiotropie (pleiotropy) : c’est la propriété qu’ont certains genes d’influencer plusieurs

caracteres phénotypiques (Boivin, 2003).

Population (population) : groupe d’individus ayant une plus forte probabilit¢ de se

reproduire entre eux qu’avec d’autres individus de la méme espece.
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R

Rayonnement alpha (alpha emission) : la radioactivité alpha (ou rayonnement alpha,
symbolisé a) est une forme de désintégration radioactive ou un noyau atomique X éjecte
une particule alpha et se transforme en un noyau Y, de nombre de masse diminué de 4 et

de numéro atomique diminu¢ de 2.

Les rayons alpha sont une forme de rayonnement émis par des particules hautement
ionisées et peu pénétrantes. Elles sont constituées de deux protons et deux neutrons
combinés en une particule identique au noyau d'hélium ; elles peuvent donc s'écrire

H ez+

Les particules alpha sont émises par des noyaux radioactifs comme l'uranium ou le

radium par l'intermédiaire d'un processus nommé désintégration alpha.

[@n

Sélection naturelle (natural selection) : la sélection naturelle correspond a un
processus de tri des organismes en fonction de leur capacité a survivre et a se
reproduire. La sélection naturelle est a la base de I’adaptation des organismes a leur

milieu.

D’une part existent des conditions, indépendantes les unes des autres. D’autres part,
lorsque ces conditions sont remplies simultanément, il en découle systématiquement des
conséquences. Les conditions préalables a 1’enclenchement du processus de sélection
naturelle sont au nombre de trois :
(1)1l existe une variation entre les individus pour un certain trait ;
(i1)il existe une relation cohérente entre ce trait et la capacité des individus qui
posseédent le trait a survivre et/ou a se reproduire. En d’autres termes, il existe
une relation cohérente entre ce trait et ’aptitude phénotypique. C’est ce que ’on

appelle la pression de sélection ;
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(1)1l existe une hérédité de la variation sur le trait considéré, indépendamment des
effets liés au fait que les générations successives puissent se développer dans le

méme environnement. Le trait doit donc étre héritable.

Le processus de sélection peut étre analysé a deux niveaux. (i) Le premier niveau est
celui auquel s’opere le tri entre les individus d’une méme espéce a I’intérieur d’une
population. Ce tri s’effectue en fonction des caractéristiques des organismes qui varient
d’un individu a l'autre a cause des mutations, c'est-a-dire des modifications génétiques
créées accidentellement et qui a [’occasion contribuent a leur survie et a leur
reproduction différentielle. (i1) Le second niveau d’analyse correspond a la réponse a la

selection naturelle au niveau des fréquences des différents alléles (Danchin et al., 2005).

Sélection différentielle (selection differential) S : c’est ’écart qu’il y a entre la valeur
phénotypique moyenne des individus sélectionnés comme parents, et la valeur

phénotypique moyenne de la population avant la sélection (Falconer et Mackay, 1996).

Sélection directionnelle : en sélection directionnelle, les génotypes qui sous-tendent les
phénotypes a un des deux extrémes de la distribution sont favorisés. La moyenne va
donc changer dans cette direction entre deux générations, et la variance peut

éventuellement diminuer.

Glossaire 233



A
Aptitude Distribution avant
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v

N
»

Phénotype

Stress environnemental (environmental stress): conditions environnementales qui,
lorsqu’elles s’appliquent pour la premicre fois, engendrent une diminution de la fitness

des individus (d’apres Sibly et Calow (1989) dans Bijlsma et Loeschcke (2005)).

pour compenser cette réduction de fitness, les populations peuvent répondre
phénotypiquement ou génétiquement, et élaborer des mécanismes adaptatifs afin de

réduire I'impact du stress (Bijlsma et Loeschcke, 2005).

T

Théorie des bons génes (good genes theory) : théorie selon laquelle les femelles sont
capables de discriminer les partenaires sexuels en fonction de leurs qualités génétiques

(Danchin et al., 2005).
Théorie des traits d’histoire de vie (life history trait theory) : un des points essentiels
de la théorie est que les traits d’histoire de vie sont modifiés par la sélection naturelle de

facon a optimiser le succes reproducteur des espéces.
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Cette théorie prédit que toute perturbation entrainant une diminution de la survie des
adultes va sélectionner une maturation précoce et un effort de reproduction accru. En

revanche, I’inverse sera sélectionné si il y a une réduction de la survie des juvéniles.

Tolerance (tolerance) : aptitude d'un organisme a supporter, jusqu'a un certain seuil,

une modification des conditions de son environnement (www.dictionnaire-

environnement.com). A I’échelle de la population, c’est une mesure quantitative de

résistance normalement distribuée (Firko et Hayes, 1990).

Traits d’histoire de vie (life history traits) : distribution des événements majeures au
cours de la vie d’un individu qui contribuent directement a la production et la survie des
descendants (http://www.univ-tours.fr/irbi/UTEIS/Publis%20AL/Cours%20AL/Ecol
%?20cptle-chap3-Strat-reprod.pdf).

y

Valeur adaptative (adaptive value) : voir valeur sélective.

Valeur phénotypique (phenotypic value) : c’est la valeur de la mesure d’un trait sur un
individu de la population (Falconer et Mackay, 1996). On distingue deux composantes a
cette valeur phénotypique (P): la valeur génotypique (G) et la déviation
environnementale (£).

P=G+FE
G confeére une certaine valeur au caractére de 1’individu. E entraine une déviation de

cette valeur.

Valeur sélective (fitness ou selective value) : représente a la fois une estimation et une

prédiction du taux de sélection naturelle.
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On dit que les génotypes les plus efficaces dans leur réplication au sein de générations
successives ont une plus grande valeur sélective. Ce concept s’applique a un ensemble
(ou classe) d’individus définis en fonction de I’allele (ou des alléles) qu’ils possédent a
un locus considéré (ou éventuellement plusieurs loci considérés simultanément). Il
définit donc le succés relatif d’un alléle ou d’une combinaison d’alléles entre deux
générations. Ce succes résulte directement de la survie et de la reproduction
différentielle des individus de la population qui posseédent cet allele ou cette
combinaison d’allele. Pris dans ce sens, le concept de valeur sélective n’a de sens qu’en
référence a des classes d’individus et il n’est pas pertinent de valeur sélective d’un

individu.

Variance génétique totale (V) : elle peut étre décomposée en plusieurs composantes.
Une partie de la contribution a la variance génétique est principalement le fait
d’interactions qui se produisent spécifiquement au sein d’un individu donné. On peut en
particulier identifier la composante de la variance due a la dominance entre les all¢les
du méme locus (V)p) et les interactions dites épistatiques entre les alleles de différents
loci (V7). La ressemblance entre les parents et leurs enfants est déterminée par 1’effet
additif des alleles de chaque locus et des différents /oci impliqués (V,):

Vo=V, +V,+tV,

Variance phénotypique (Vp): les différences observées entre les phénotypes des
différents individus d’une population peuvent étre d’origine génétique ou
environnementale. Dans une majorité des cas, la variation observée entre les individus
pour un trait donné procede a la fois d’effets génétiques et environnementaux. On peut
donc décomposer la variance phénotypique ainsi :

VP = VG ¥ VE ¥ VG*E
Ou Ve, Vi et Vo correspondent respectivement a la variance génétique, a la variance

environnementale et a la variance résultant de I’interaction des deux précédentes

(Danchin et al., 2005).
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Par approximation, la variance phénotypique résulte de I’héritabilité et de la plasticité

phénotypique.
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Annexe 1

Chironomus riparius: biologie et écologie

C. riparius fait parti de ’embranchement des Arthropodes, de la classe des Insectes
(Diptere) (Tachet et al., 1980). L’espece appartient a la famille des Chironomidae, a la

sous-famille des Chironominae, a la tribu des Chironomini et au genre Chironomus.

La famille des Chironomidae est le groupe d’insectes le plus ubiquiste et le plus
abondant parmi tous les invertébrés benthiques (Environnement Canada, 1997): il existe
plus de 15000 especes de Chironomides dans le monde. C. riparius est une espéce
benthique commune dans les zones mi-continentales de 1’Amérique du nord et de
I’Europe. Plus généralement, les chironomes sont présents dans tous les types de
milieux aquatiques et de maniere abondante dans les cours d’eau et les lacs eutrophes et
mésotrophes (Environnement Canada, 1997). Les lacs et les étangs eutrophes
contiennent au minimum 50 especes différentes de Chironomides (Coffman, 1978). Les

ruisseaux peuvent abriter 50000 individus/m?.

Les chironomes sont une des composantes majeures du réseau trophique. Les larves de
chironomes sont recherchées aussi bien par les oiseaux, les poissons et les batraciens
que par les invertébrés aquatiques. Les adultes (imagos) sont la proie d’insectes
carnassiers et d’oiseaux. Ils peuvent étre un vecteur important dans les transferts de
contaminants, et leur disparition peut affecter la composition et la structure du réseau

trophique.

Le cycle de vie des chironomes se décompose en quatre stades de développement

différents : I’ceuf, le stade larvaire, le stade nymphal et le stade imago (figure 37).
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Figure 37. Cycle de vie de Chironomus riparius a 21 + 1°C.
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Les femelles adultes pondent des masses d’ceufs entourées d’un manteau mucilagineux.
Le cycle larvaire des chironomes se décompose en 4 stades distincts :

- Le stade 1 ou les larves sont blanches. Au cours de ce stade, les larves sont
planctoniques ;

- Le stade 2 ou les larves deviennent roses avec le début de la production
d’hémoglobine. A partir de ce stade, les larves occupent la couche superficielle du
sédiment, et construisent des tubes grace aux particules sédimentaires et a leur salive ;

- Le stade 3 ou les larves sont rouges vifs ;

- Le stade 4 ou les larves voient leur téte devenir brun jaunatre. A la fin de ce

stade, la larve devient nymphe.

La nymphe quitte le sédiment pour nager a la surface de I’eau ou elle émerge en imago,

stade adulte et aérien.

En milieu naturel, la durée du cycle biologique de C. riparius est principalement
contrdlée par la température. Dans les hautes latitudes, I’espece présente un cycle de vie
univoltin (1 génération par an). Dans les basses latitudes, elle présente un cycle de vie
multivoltin (plusieurs générations par an). Durant les mois d’hiver, les températures
basses ainsi que la courte durée d’ensoleillement déclenchent une diapause entre le
troisiéme et le quatrieme stade larvaire de C. riparius (Goddeeris et al., 2001). Les

adultes émergent de nouveau au printemps.

C. riparius, comme de nombreux insectes aquatiques, présente un régime alimentaire
omnivore. Chez les larves, on distingue quatre comportements alimentaires qui sont
fonction de la taille de la larve, du type de nourriture, ou encore de la composition du

sédiment (Armitage ef al., 1995):

- Le comportement «collecteur actif». Ce comportement consiste a se nourrir des
fines particules de matiére organique qui se sont déposées sur un substrat. Pour cela, la
larve de chironome sort la partie antérieure de son corps hors du tube et explore la

surface du sédiment autour du tube.
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- Le comportement «collecteur filtreur ». La source alimentaire est ici la matiére
en suspension dans la colonne d’eau. Dans les écosystémes aquatiques, la larve ondule
pour faire circuler I’eau dans le tube.

- Le comportement « racleur ». A 1’aide de ses pieces buccales, la larve de
chironome est capable de brouter la couverture biologique (biofilm) et les particules
détritiques fixées sur les surfaces rocheuses, les sédiments, le bois ainsi que d’autres
substrats.

- Le comportement « déchiqueteur ». Grace a ses mandibules, la larve de
chironome est capable de déchiqueter de grosses particules organiques, spécialement
des tissus végétaux vivants ou morts et des organismes associés.

- Le comportement « prédateur ».

Le chironome est un organisme pertinent pour 1’étude des contaminants associés aux
sédiments. Les raisons motivant 1’utilisation de cet invertébré sont multiples, mais les
principales sont : (i) sa relative facilit¢ d’¢levage en laboratoire (Environnement
Canada, 1997), (ii) sa large utilisation dans les tests d’écotoxicité¢ des sédiments (EPA,
2000), (ii1) son étroit contact avec le sédiment au stade larvaire, (iv) son cycle de vie —
d’une durée totale de 20 a 30 jours a 21°C — permet 1’étude de scénarii d’exposition
chronique d’une ou plusieurs générations, sur une durée relativement courte, (v) son
ubiquité¢ (Environnement Canada, 1997), (vi) son rdle-clef dans la structure et le

fonctionnement des écosystémes aquatiques et donc sa pertinence écologique.

Annexe 1 274



Annexe 2

Données physico-chimiques de 'expérience 1
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1.1.Uranium

Traitement [U]scdimens mesurées — [U] oo mesurée
(ugUg'ps) (ugUg'ps) (mg UL'

JO J7
0 n.d. n.d. n.d.
32 290+0,3 4,6+0,4 55403
64 592+0,1 92+05 9.0+0,3
128 120,7 £ 0,5 14,6 £ 0,4 12,3£0,6
512 4825+ 1,2 19,1 +1,7 158+0,4
1024 926,3 0,8 27.5+19 222+0,6

n.d.: non détectable

1.2.Suivie physico-chimique

Au cours des sept jours d'exposition, la température a été maintenue a 21 + 1°C,
l'oxygéne dissous dans la colonne d'eau a une concentration supérieure a 5 mg L™, la

conductivité comprise entre 397 et 467 puS cm™, et un pH compris entre 7,43 et 8,20.
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Annexe 3

Analyses préliminaires de 1I'asymétrie fluctuante sur les adultes Chironomus

riparius de l'expérience 2 (d'aprés Signoret, 2008)
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1.1.Evaluation des erreurs de mesure

L'ANOVA a deux facteurs sur la taille de tous les caractéres a révélé une interaction
cot¢ x individu significative (tableau 1). Par conséquent, l'erreur de mesure est

significativement inférieure a l'asymétrie fluctuante.

Tableau 1. Evaluation de l'erreur et de la reproductibilité des mesures sur les adultes

Chironomus riparius.

Organe Caractere ANOVA a 2  facteurs Erreur de Reproductibilité
(interaction coté x individu) mesure (%) de la mesure (%)
Ailes 1 Fss2=5 p<0,001 19,13 86,16
2 Fsss=5 p<0,001 18,55 91,24
3 Fss2s =10 p < 0,001 10,29 98,35
4 Fsss =15 p<0,001 6,47 98,32
5 Fsss=6 p<0,001 16,77 94,36
Pattes 11 Fssq=5 p <0001 17,06 75,76
i Fss0=8 p<0,001 12,68 95,46

L'erreur de mesure ainsi que la reproductibilité des mesures ont présenté des niveaux

satisfaisant.

1.2.Asymétrie directionnelle et antisymétrie

Pour les sept caractéres, les test-t de Student n'a pas montré de différence significative

entre la moyenne (D-G) et zéro (tableau 2).

Les différences (D-G) des longueurs de chacun des caracteres pour chacune des

générations avaient une distribution normale (test de Kolmogorov-Smirnov; p > 0,05).
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Tableau 2. Moyenne (D-G) = SD en mm des sept caracteres mesurés sur les adultes Chironomus riparius, et résultat du test-t pour chaque génération.

Génération

Caracteére

1 2 3 4 5 11 I

uxSD  Test-t u+SD Test-t u=xSD Test-t u=+SD Test-t u+SD Test-t u+SD Test-t u=SD Test-t
0,003 t=-1,91 -0,001 t0=-0,71 0,001 ti72=0,64 0,003 tin=1,27 0,000 tws=1,14 -0,001 ti;=-0,41 0,001 t125=0,37
+ 0,019 +0,027 0,025 0,032 0,029 0,023 0,028

0,001 t15s=0,79 0,000 ti2s=0,14 0,000 t12=0,26 0,002 t133=0,77 -0,001 tiee=-0,58 0,001 t15:=0,99  -0,000 t17=-0,26
+0,016 +0,020 0,023 0,027 0,026 0,017 0,023

0,002 tis=1,59 -0,003 tis=-1,88 -0,002 tin=-1,09 0,001 ti69=0,62  -0,001 t17,=-0,52 -0,002 ti73=-1,89 0,001 t166=0,81
+0,017 +0,025 0,024 0,030 0,024 0,017 0,023

0,002 t1gg=],22 -0,00] t166='0,49 -0,002 t159:-1,65 0,001 t15g:-0,90 0,001 l165:0,48 -0, 000 t155=-0,11 0,001 t154=0, 71
+0,017 +0,018 0,015 0,021 0,023 0,015 0,017

0,000 t154:0, 06 -0,000 t155:-0,]9 -0,002 t153:-1,46 -0,000 t15():-0,27 0,001 t153:0,83 0,002 f145:],42 0,001 t147:0,56
+0,015 +0,016 0,014 0,019 0,019 0,014 0,015

0, 002 1155:1,50 —0, 000 t156:—0,2] —0, 002 l/49:-1,93 0,000 l/46:0, 03 0,001 t154:0,95 0, 002 t138:1,38 0, 000 t147:0,28
+0,014 + 0,015 0,015 0,018 0,018 0,015 0,019

-0,00] l156:-0,96 -0,002 t157:-],25 -0,002 t151:-0,39 -0,003 1150:-1, 73 -0,003 t154:-1,91 -0,00] 1135:-0,53 0,00] l‘141:0,97
+0,013 +0,017 0,016 0,021 0,020 0,014 0,019

0,001 t15:=0,88 0,001 t154=0,94 0,001 ti=0,62 0,002 ti7=1,78 0,003 t150=1,96* -0,001 ti2i=-0,75 -0,001 t124=-0,47
+0,013 +0,015 0,015 0,017 0,018 0,014 0,015

* p<0,05



1.3.Taille dépendance de I'asymétrie fluctuante

Pour chaque caractére étudi€, aucune corrélation significative n'a ét€¢ mise en évidence entre |

D-G| et le taille moyenne du caractere (tableau 3).
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Tableau 3. Estimation de la taille dépendance pour chaque caractere de |D-G| en fonction de la taille moyenne des caracteres mesurés sur les adultes
Chironomus riparius par régression linéaire a chaque génération. Pour tous les caracteres, a toutes les générations, aucune corrélation n'a été

statistiquement significative (p>0,05).

Géneratio Caractere

n 1 2 3 4 5 I Jiid

F r? n F ” n F r? n F ¥ n F r? n F r? n F r? n

0 2,86 0,01 221 2,78 0,0 210 3,72 0,02 17 33 00 170 3,7 002 205 0,02 0,00 17 229 0,02 12
1 2 4 2 8 7 5
1 3,44 0,02 186 3,75 0,0 178 3,78 0,03 14 3,6 00 133 34 002 169 0,08 0,00 15 2,73 0,02 12
2 2 9 2 7 1 7
2 0,36 0,00 176 0,99 0,0 178 2,85 0,02 17 25 0,0 169 0,6 0,00 174 0,66 0,00 17 2,41 0,01 16
1 0 5 1 6 3 6
3 0,02 0,00 168 0,37 0,0 166 1,61 0,01 15 1,1 0,0 158 1,6 0,01 165 3,38 0,02 15 193 001 15
0 9 9 1 7 5 4
4 2,55 0,02 154 0,60 0,0 155 0,00 0,00 15 0,0 0,0 150 0,7 0,00 153 0,23 0,00 14 035 0,00 14
0 3 0 0 0 5 7
5 0,25 0,00 156 0,03 0,0 156 0,09 0,00 14 1,0 0,0 146 03 0,00 154 1,63 0,12 13 225 0,02 14
0 9 1 1 8 8 7
6 0,41 0,00 156 0,49 0,0 157 0,41 0,00 15 0,0 00 150 1,2 0,02 154 1,43 0,01 13 0,01 0,00 14
0 I 8 0 4 6 1
7 0,63 0,00 152 1,12 0,0 154 0,03 0,00 14 0,5 00 137 0,2 0,00 150 0,14 0,00 12 1,37 0,01 12

1 1 7 0 5 1 4




De plus aucune corrélation n'a été significative entre le log(var(D-G)) et la moyenne des
tailles moyennes, sauf a la premiere génération (GO) au niveau des ailes (tableau 4). Il

existe donc pour cet organe un niveau d'asymétrie différent selon le caractere.

Tableau 4. Régression linéaire entre le logarithme de la variance de la différence entre
les coteés (log(var(D-G))) et la longueur moyenne des caracteres mesurés sur les ailes et

les pattes des adultes Chironomus riparius.

Géneration  Ailes Pattes
F r? n F r? n

0 14,02%** 0,08 163 0,03 0,00 120
1 2,16 0,02 125 0,98 001 120
2 0,21 0,00 165 1,54 0,01 159
3 0,04 0,00 156 2,75 0,02 144
4 0,05 0,00 149 0,26 0,00 140
5 0,01 0,00 144 0,06 0,00 135
6 2,63 0,02 135 0,69 0,00 148
7 0,16 0,00 134 1,11 0,01 114
% p<0,001

1.4.Choix de I'indice d'asymétrie fluctuante

Afin de prendre en compte la dépendance inter-caractéres de 1'AF, l'indice FA2 a été

choisit (Palmer, 2001) pour le reste des analyses.
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Annexe 4

Données physico-chimiques de I'expérience 2
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1.1.Uranium

Traitement  Génération [U] ssaimens mesurée [U] cawmoyen

(g U g’ (ug Ug' ps) (mg UL")

ps)

32 FO 293+0,1 1,7+0,3
FI 292+0,1 0,7+0,5
F2 289+0,1 0,7+04
F3 29,8+0,1 1,1+£05
F4 288+0,2 1,1+03
F5 286 +0,1 1,1 +06
F6 28,7+0,1 1,6+11
F7 282402 1,3+0,6

64 FO 59,1+0,1 32+06
Fl 582+0,1 23+1,1
F2 585+0,1 1,9+0,9
F3 59,7+0,1 1,7+0,7
F4 57,9+04 23+08
F5 58,5+0,1 25+14
F6 58,3+0,1 32+19
F7 57,8401 24+08

128 FO 120,3+£0,4 59+13
Fl 119,5+0,3 7,0+ 2,0
F2 1188 +£0,1 49+28
F3 120,8 £ 0,2 52+1,1
F4 1157 +0,4 56+23
F5 1192 +£0,2 78421
Fo6 117,6 £0,9 78421
F7 118,5+0,1 53+11
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1.2.Suivie physico-chimique

Traitement  Génération Température pH 02 dissous Conductivité
g U g’ (°C) (mgL’)  (uScm”)
ps)
0 Fo 21,9+0,2 785004 69+02 424+18
Fl 21,4+0,7 791003 74+02 442=+15
F2 21,508 7,68+0,02 6501 469+16
F3 21,5+0,2 7,63+0,04 68+02 424+7
F4 21,9+0,2 7,55+0,02 62+03 455+15
F5 21,2+0,1 7.55+0,06 62+03 444+ 14
Fo6 21,8 +£0,3 7,68 +0,03 6003 478+10
F7 21,6 +1,2 7.84+0,12 6,6+05 42]1+6
32 Fo 21,4+02 790+003 70£02 415+14
Fl1 21,3+0,7  780%005 71+02 431+14
F2 21,3+0,7 768002 64+02 459+14
F3 21,9+ 04 7.80+0,03 71+0,1 441+11
F4 21,2+0,5 7,68+0,03 6,7+0,2 442413
F5 21,3+0,1 7,56 0,05 59+03 449+ 14
Fo6 21,8 £0,2 7,71 £0,03 63+£02 467+10
F7 21,606 7,89+0,11 65+04 43311
64 Fo 21,3+0,1 7,92+0,02 7301 418+16
Fl1 21,3+0,6  7,79+003 74+02 435+16
F2 21,3+£0,6  780+002 68+02 461+16
F3 21,0+0,3 7,65+0,02 68+02 429+9
F4 209+1,0 7,73£0,03 69+02 435+12
F5 21,4+0,2 7,68+0,04 65+03 45015
F6 21,602 7,720,033 63+£02 462+9
F7 21,5+0,3 7,94+£0,08 68+0,3 435+11
128 Fo 21,4+0,1 7.98+0,02 74+0,1 428+19
Fl 21,2+0,5 7.82+0,02 75+02 435+15
F2 21,1+0,7 784002 70+02 459+16
F3 21,3+0,1 7,74+0,02 69+0,1 432+9
F4 20,7+1,3 7.85+0,01 72+0,1 435+12
F5 21,6 +0,1 7,80+0,02 7,0+0,2 468+18
F6 21,5+02  7,79+£002 6,701 474+10
F7 21,2+0,1 7,98+€0,06 73+02 431+10
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Annexe 5

Taille (moyenne + ES) des traits mesurés au niveau des ailes et des pattes
antérieures des adultes a chaque génération en fonction du traitement de

I'expérience 2
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Maile

Traitement Génér Trait 1 Trait 2 Trait 3 Trait 4 Trait 5 Trait 11 Trait 111 Taille
(ugUg  ation (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (PCI)
'ps)
0 FO 1,53 1,16 1,88 3,41 2,69 1,44 1,98 0,95
(0,03) (0,03) (0,08) (0,06) (0,03) (0,02) (0,01) (0,55)
Fl 1,59 1,13 1,80 3,41 2,72 1,43 1,98 0,88
(0,03) (0,01) (0,02) (0,03) (0,04) (0,02) (0,02) 0,57)
F2 1,53 1,08 1,74 3,26 2,61 1,38 1,92 -0,85
(0,01) 0,01) (0,01) (0,03) (0,02) (0,01) (0,02) (0,31)
F3 1,57 1,12 1,77 3,34 2,69 1,43 1,97 0,35
(0,03) (0,02) (0,03) (0,05) (0,05) (0,02) (0,03) (0,70)
F4 1,50 1,07 1,71 3,20 2,56 1,40 1,91 -1,26
(0,02) (0,01) (0,01) (0,03) (0,03) (0,02) (0,03) (0,49)
F5 1,55 1,10 1,74 3,30 2,65 1,42 1,95 -0,14
(0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,18)
F6 1,49 1,06 1,70 3,19 2,54 1,41 1,92 -1,29
(0,02) (0,01) (0,01) (0,03) (0,03) (0,02) (0,04) (0,48)
F7 1,47 1,05 1,70 3,16 2,51 1,38 1,90 -1,83
(0,02) (0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,03) (0,03) (0,48)
32 FO 1,52 1,09 1,72 3,39 2,61 1,39 1,93 -0,29
(0,03) (0,03) (0,05) (0,05) (0,06) (0,01) (0,03) (0,51)
Fl 1,46 1,07 1,70 3,17 2,53 1,38 1,93 -1,62
(0,01) (0,01) (0,00) (0,02) (0,02) (0,03) (0,03) (0,33)
F2 1,55 1,08 1,73 3,28 2,63 1,39 1,92 -0,68
(0,03) (0,02) (0,04) (0,06) (0,04) (0,01) (0,03) (0,57)
F3 1,53 1,09 1,75 3,28 2,62 1,40 1,91 -0,62
(0,01) (0,01) (0,02) (0,03) (0,01) (0,02) (0,03) (0,40)
F4 1,51 1,07 1,75 3,25 2,58 1,39 1,91 -1,05
(0,01) (0,01) (0,03) (0,03) (0,02) (0,01) (0,02) (0,36)
F5 1,55 1,11 (0,01) 1,79 3,34 2,65 1,46 1,98 0,43
(0,01) (0,02) (0,03) (0,02) (0,01) (0,03) (0,37)
F6 1,52 1,12 1,81 3,33 2,64 1,42 1,94 -0,02
(0,02) 0,01) (0,03) (0,04) (0,03) (0,01) (0,03) (0,46)
F7 1,52 1,09 1,77 3,28 2,60 1,42 1,98 -0,31
(0,02) (0,01) (0,02) 0,01) (0,01) (0,01) (0,02) (0,17)
Traitement Génér Trait 1 Trait 2 Trait 3 Trait 4 Trait 5 Trait 11 Trait 111 Taille
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(ugUg  ation (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (PC1)
'ps)
64 FO 1,49 1,09 1,67 3,23 2,58 1,38 1,87 -1,41
(0,03) (0,03) (0,07) (0,05) (0,06) (0,01) (0,07) (0,81)
Fl 1,39 0,95 1,41 2,75 2,34 1,38 1,89 -4,43
(0,01) (0,00) (0,01) (0,04) (0,01) (0,00) (0,07) (0,06)
F2 1,46 1,02 1,59 3,05 2,47 1,37 1,85 -2,82
(0,02) (0,02) (0,05) (0,07) (0,04) (0,01) (0,02) (0,58)
F3 1,53 1,06 1,68 3,21 2,59 1,41 1,89 -1,14
(0,02) (0,04) (0,07) (0,09) (0,06) (0,01) (0,02) (0,82)
F4 1,42 1,06 1,70 3,12 2,48 1,31 1,81 -2,89
(0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,03) (0,02) 0,23)
F5 1,53 113 1,80 3,33 2,66 1,44 1,95 0,25
(0,02) (0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,00) (0,01) (0,26)
Fo6 1,51 1,07 1,74 3,25 2,57 1,43 1,96 -0,61
(0,02) (0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,02) (0,01) (0,34)
F7 1,53 1,07 1,71 3,24 2,59 1,43 1,94 -0,66
(0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,02) (0,01) (0,01) (0,31)
128 Fo 1,42 0,96 1,44 2,97 2,37 1,35 1,82 -4,18
(0,03) (0,03) (0,006) (0,01) (0,07) (0,01) (0,03) (0,62)
Fi 1,36 0,87 1,25 2,80 2,23 1,37 1,87 -5,59
(0,03) (0,03) (0,07) (0,13) (0,006) (0,01) (0,03) (0,89)
F2 1,49 1,02 1,58 3,09 2,50 1,37 1,83 -2,68
(0,02) (0,02) (0,07) (0,08) (0,04) (0,01) (0,03) (0,63)
F3 1,50 1,06 1,70 3,20 2,56 1,38 1,91 -1,47
(0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,03) (0,26)
F4 1,49 1,06 1,69 3,18 2,55 1,35 1,89 -1,82
(0,01) (0,02) (0,04) (0,05) (0,03) (0,02) (0,02) (0,50)
F5 1,53 1,08 1,74 3,27 2,59 1,42 1,94 -0,57
(0,01) (0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,01) (0,02) (0,29)
F6 1,49 1,06 1,72 3,21 2,54 1,41 1,94 -1,14
(0,03) (0,02) (0,03) (0,05) (0,05) (0,02) (0,02) (0,59)
F7 1,54 1,03 1,65 3,20 2,56 1,44 1,92 -1,08
(0,01) (0,01) (0,02) (0,03) (0,02) (0,02) (0,01) (0,30)
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Femelles

Traitement Géné Trait 1 Trait 2 Trait 3 Trait 4 Trait 5 Trait 11 Trait 111 Taille
wgUg ratio (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (PCI)
'ps) n
0 FO 1,48 1,27 2,11 3,58 2,75 1,46 2,04 2,65 (0,37)
(0,01) (0,00) (0,02) (0,02) (0,01) (0,02) (0,05)
Fl 1,50 1,27 2,10 3,65 2,77 1,48 2,15 3,48 (0,18)
(0,01) (0,00) (0,01) (0,03) (0,00) (0,01) (0,02)
F2 1,46 1,24 2,04 3,48 2,70 1,42 2,08 1,87 (0,18)
(0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,01) (0,01) (0,01)
F3 1,48 1,28 2,10 3,59 2,76 1,46 2,13 3,08 (0,68)
(0,03) (0,02) (0,03) (0,06) (0,01) (0,02) (0,03)
F4 1,41 1,22 2,03 3,44 2,63 1,43 2,07 1,37 (0,606)
(0,03) (0,01) (0,02) (0,05) (0,04) (0,02) (0,03)
F5 1,44 1,23 2,05 3,48 2,67 1,45 2,08 1,92 (0,33)
(0,01) (0,01) (0,02) (0,03) (0,02) (0,02) (0,02)
F6 1,40 1,20 2,01 3,41 2,60 1,44 2,07 1,18 (0,64)
(0,03) (0,02) (0,02) (0,05) (0,04) (0,02) (0,03)
F7 1,42 1,22 2,01 3,43 2,63 1,43 2,10 1,43 (0,63)
(0,01) (0,02) (0,03) (0,05) (0,03) (0,02) (0,03)
32 FO 1,49 1,25 2,05 3,58 2,74 1,45 2,15 2,84 (0,19)
(0,02) (0,01) (0,03) (0,02) (0,02) (0,01) (0,02)
Fl 1,41 1,20 1,99 3,40 2,61 1,40 2,06 0,77 (0,27)
(0,02) (0,00) (0,00) 0,01) (0,01) (0,02) (0,02)
F2 1,41 1,19 1,96 3,39 2,60 1,41 2,04 0,66 (0,48)
(0,02) (0,01) (0,01) (0,03) (0,03) (0,02) (0,03)
F3 1,47 1,26 2,09 3,57 2,72 1,45 2,11 2,63 (1,02)
(0,03) (0,03) (0,05) (0,08) (0,06) (0,04) (0,04)
F4 1,45 1,24 2,07 3,51 2,68 1,42 2,11 1,98 (0,43)
(0,01) (0,01) (0,03) (0,03) (0,03) (0,01) (0,02)
F5 1,52 1,28 2,13 3,64 2,79 1,51 2,17 3,89 (0,22)
(0,00) (0,01) (0,01) (0,02) (0,01) (0,02) (0,01)
F6 1,44 1,27 2,09 3,53 2,70 1,44 2,11 2,38 (0,55)
(0,02) (0,02) (0,03) (0,05) (0,03) (0,02) (0,02)
F7 1,43 1,22 2,02 3,47 2,64 1,42 2,08 1,43 (0,57)
(0,02) (0,02) (0,02) (0,03) (0,03) (0,03) (0,03)
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Traitement Géné Trait 1 Trait 2 Trait 3 Trait 4 Trait 5 Trait 11 Trait 111 Taille
(ugUg ratio (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (PCI)
'ps) n
64 FO 1,44 1,19 1,90 3,38 2,63 1,43 2,04 0,75 (0,65)
(0,03) (0,03) (0,07) (0,05) (0,06) (0,02) (0,04)
Fl 1,36 1,08 1,69 3,16 2,44 1,42 2,01 -1,53
(0,00) (0,00) (0,02) 0,11) (0,00) (0,00) (0,02) (0,37)
F2 1,37 1,12 1,78 3,20 2,49 1,39 1,95 -1,38
(0,02) (0,02) (0,08) 0,12) (0,05) (0,02) (0,06) (0,91)
F3 1,49 1,23 2,06 3,54 2,72 1,45 2,10 2,40 (0,30)
(0,01) (0,02) (0,02) (0,03) (0,02) (0,01) (0,01)
F4 1,39 1,20 2,01 3,40 2,58 1,38 2,02 0,46 (0,20)
(0,01) (0,00) (0,00) 0,01) (0,01) (0,01) (0,01)
F5 1,45 1,26 2,11 3,56 2,71 1,48 2,12 2,85 (0,40)
(0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02)
F6 1,46 1,25 2,09 3,54 2,70 1,47 2,13 2,68 (0,51)
(0,02) (0,01) (0,02) (0,03) (0,03) (0,02) (0,03)
F7 1,44 1,25 2,06 3,49 2,68 1,47 2,13 2,37 (0,48)
(0,03) (0,01) (0,01) (0,04) (0,03) (0,02) (0,02)
128 FoO 1,35 1,06 1,61 3,02 2,41 1,40 1,90 2,75
(0,03) (0,05) (0,09) 0,12) (0,08) (0,01) (0,05) (1,07)
Fl 1,33 1,01 1,50 3,07 2,34 1,43 2,01 -2,72
(0,01) (0,03) (0,06) (0,10) (0,04) (0,02) (0,05) (0,69)
F2 1,37 1,09 1,72 3,10 2,45 1,40 1,95 -1,88
(0,02) (0,02) (0,05) (0,08) (0,04) (0,02) (0,03) (0,38)
F3 1,39 1,21 1,97 3,36 2,59 1,40 2,06 0,60 (0,49)
(0,01) (0,03) (0,03) (0,03) (0,03) (0,02) (0,02)
F4 1,38 1,15 1,88 3,26 2,53 1,38 1,97 -0,68
(0,03) (0,02) (0,06) (0,08) (0,04) (0,02) (0,06) (0,85)
F5 1,43 1,23 2,00 3,42 2,65 1,46 2,07 1,60 (0,25)
(0,01) (0,01) (0,03) (0,03) (0,01) (0,02) (0,02)
F6 1,47 1,17 1,95 3,42 2,63 1,43 2,04 0,99 (1,03)
(0,02) (0,04) (0,08) (0,08) (0,04) (0,03) (0,06)
F7 1,46 1,23 2,02 3,48 2,68 1,48 2,10 2,25 (0,78)
(0,03) (0,01) (0,02) (0,05) (0,04) (0,04) (0,04)
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