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RESUME

La majorité des mutations spontanées ont des effets déléteres et les impacts négatifs
de l'accumulation de mutations sur la valeur adaptative sont bien documentés. Toutefois il y
a peu d'information sur I’effet des stress environnementaux sur les taux de mutations ainsi
que sur l'expression phénotypique de ces mutations. De plus, les effets des mutations
spontanées ont surtout été mesurés sur des traits complexes liés a la valeur adaptative. Les
effets des mutations sur les traits physiologiques plus spécifiques restent peu connus. Une
meilleure connaissance de ces impacts pourrait améliorer notre compréhension de la
relation génotype-phénotype. Les impacts des mutations sur les mitochondries méritent un
intérét particulier en raison des rdles cruciaux de ces organites dans de nombreuses
fonctions cellulaires et de la plus grande sensibilité de leur ADN (ADNmt) aux mutations.
La présente étude avait comme objectifs de 1) mesurer les effets de 1'accumulation de
mutations sur les traits liés a la valeur adaptative et sur les fonctions mitochondriales, 2)
tester les impacts de 1'exposition au cuivre durant le processus d'accumulation de mutations
sur ces effets phénotypiques des mutations, 3) déterminer si un stress thermique exacerbe
I’effet des mutations sur les traits mesurés. Pour ce faire, j’ai mesuré et comparé les effets
de l'accumulation de mutations (MA) sur les traits d'histoire de vie et les fonctions
mitochondriales chez des Daphnia pulex issues de lignées MA ¢élevées en milieux bénin ou
contaminé au cuivre. Les traits phénotypiques ont ét¢ mesurés a températures optimale et
stressante. Nos résultats montrent que I'exposition au cuivre durant le processus
d'accumulation de mutations conduit & une augmentation des impacts négatifs sur les traits
d'histoire de vie des daphnies et que ces effets sont exacerbés en conditions thermiques
stressantes. Les taux de respiration mitochondriale des deux traitements de lignée MA
¢taient réduits de maniere similaire d'environ 10% par rapport au contrdle. Notre étude est
la premicre a démontrer de manieére empirique la sensibilit¢ des mitochondries a
'accumulation de mutations délétéres. Mes résultats suggérent par ailleurs que les impacts
mutationnels sur les mitochondries pourraient étre atténués par l'activation de mécanismes
compensatoires comme la modulation du nombre de copies d' ADNmt par cellule, mais que
ces processus compensatoires pourraient étre réduits en conditions stressantes.

Mots clés : accumulation de mutations, traits d'histoire de vie, mitochondries, cuivre,
stress environnemental, daphnies, ADN mitochondrial



ABSTRACT

Most spontaneous mutations are known to be deleterious and the negative
consequences of mutation accumulation on fitness are well documented. Yet few
information is available on the extent to which environmental stressors increase mutation
rate and impact the phenotypic expression of mutations. In addition, the effects of
spontaneous mutations have mainly been measured on complex traits related to fitness and
little is known about their impacts on specific physiological traits. A better understanding
of these impacts could help bridge the gap between genotype and phenotype. The impacts
on mitochondria are of particular concern given their crucial roles in many cellular
functions and the known susceptibility of their DNA (mtDNA) to mutations. The objectives
of this study were to 1) to measure the effects of spontaneous mutations on fitness traits and
mitochondrial functions, 2) test the extent to which exposure to an environmental
contaminant such as copper affects the phenotype of organisms through mutation
accumulation, 3) to quantify the changes in the phenotypic effects of mutations upon
exposure to thermal stress. To answer these questions, the effects of mutations
accumulation (MA) on both life history and mitochondrial traits in Daphnia pulex MA lines
raised under benign or copper-contamined conditions were measured and compared.
Phenotypic traits were assayed under optimal and stressful thermal conditions. Our results
showed that copper exposure during the mutation accumulation experiment increased the
deleterious impacts of mutations on life history traits and that high temperature exacerbated
most of the negative fitness impacts. Mitochondrial respiration rates of both MA lines
treatments were similarly reduced by ~10% compared to controls. Our study is the first to
empirically show the alleged sensitivity of mitochondria to mutational load. My results also
suggest that activation of compensatory mechanisms such as modulation of mtDNA content
could mitigate the mitochondrial mutational impacts. However, these compensatory
processes could be reduced under stressful conditions.

Keywords: mutation accumulation, life history traits, mitochondria, copper,

environmental stress, daphnia, mitochondrial DNA
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INTRODUCTION GENERALE

Mutations spontanées et évolution

Les mutations représentent une force évolutive importante puisqu'elles sont la
source ultime de variation génétique. Tout changement évolutif tire son origine de
l'apparition d'un allele muté, suivie d'un changement dans la fréquence de cet allele sous
l'effet des autres forces évolutives telles que la sélection naturelle et la dérive génétique
(Lynch 2007; Li 1997). Dans une population, la présence d'un pool de mutations permettant
de faire face a de nouvelles conditions environnementales et l'apparition de nouvelles
mutations bénéfiques engendrent des avantages évolutifs. Il est toutefois reconnu que la
grande majorité des mutations spontanées non neutres ont des effets déléteres sur la valeur
adaptative (Baer ef al. 2007; Halligan & Keightley 2009). L'accumulation de mutations
déléteres dans le génome des organismes pourrait conséquemment avoir des effets négatifs
sur la santé et la survie des populations (Burger et Lynch 1997; Charlesworth 2012). Le
role des mutations est une question importante en biologie, mais leur étude est compliquée,
notamment parce qu'il s'agit d'événements rares, transitoires et interagissant avec divers
processus évolutifs. Ainsi, malgré plusieurs décennies de travaux théoriques et empiriques
sur le sujet, de nombreux aspects relatifs a la nature et aux conséquences des mutations

restent encore peu connus et vivement discutés.

Importance de l'accumulation de mutations léegerement déléteres comme force évolutive

Toute nouvelle mutation apparait d'abord en une seule copie dans une population.
La majorité d'entre elles disparaitront rapidement sous l'effet de la sélection ou encore par
hasard. Pourtant certaines mutations arrivent & se maintenir un certain temps et a se

transmettre, parfois jusqu'a leur fixation dans la population. Le devenir d'une nouvelle
p Jusq pop



mutation dépend essentiellement de son coefficient de sélection (s), soit son impact sur la
valeur adaptative de l'organisme. Les mutations bénéfiques sont soumises a la sélection
positive et ont une probabilité plus grande d'étre fixées dans une population alors que les
mutations déléteres sont davantage éliminées par sélection négative ou purifiante (Lynch
2007; Li 1997). Toutefois les mutations sont également soumises a la dérive génétique,
c'est-a-dire au changement des fréquences alléliques d'une génération a l'autre di
uniquement aux forces stochastiques telles que 1'échantillonnage aléatoire des all¢les lors de
la reproduction (Li 1997). Le débat a savoir si la grande variabilité génétique observée dans
les populations naturelles est principalement maintenue par sélection ou par la dérive
remonte aux années 1940 et n'est pas encore entierement résolu (Charlesworth et
Charlesworth 2017). Cette question est pourtant primordiale afin de comprendre la nature
de la variation génétique présente dans les populations et les conséquences des mutations

sur I'évolution.

La découverte de la grande variabilité génétique présente dans les populations a
amené une remise en doute de la capacité¢ de la sélection a expliquer a elle seule cette
variation. Avec la théorie neutre de I'évolution (Kimura 1968; King et Jukes 1969) élaborée
dans les années 1960, il a été proposé pour la premiere fois que la dérive génétique et le
taux de mutation seraient des forces évolutives importantes. Cette théorie suggere que si
l'effet sélectif d'une mutation est négligeable, 1'impact de la sélection sur cet allele sera
minime et son évolution sera uniquement déterminée par les forces stochastiques. En
assumant que la majorité des alleles mutés conférent un avantage ou un désavantage
sélectif nul ou négligeable, la variabilit¢é moléculaire serait largement déterminée par la
fixation par dérive de mutations neutres et le taux d'évolution serait corollaire du taux de

mutation (Charlesworth et Charlesworth 2017; Li 1997).

Les limites de la théorie neutre a expliquer certaines réalités moléculaires —comme
la présence d'une variabilit¢ génétique plus limitée que celle prédite dans les larges
populations— a par la suite conduit a sa modification (Ridley 2004). Une variante

importante, la théorie presque neutre de I'évolution, a ainsi introduit 1'existence d'une classe
b 9



supplémentaire de mutations qui joueraient un rdole notable dans 1'évolution: les mutations
légérement déléteres. Contrairement aux mutations neutres, ces mutations seraient soumises
a la fois a la sélection et a la dérive. Ces mutations presque neutres seraient toutefois
souvent invisibles a la sélection et s'accumuleraient alors dans les génomes par dérive
comme si elles étaient neutres bien qu'elles ne le soient pas réellement (Ohta 1992). La
théorie presque neutre s'est largement popularisée a partir des années 1980. Cette théorie
est encore aujourd’hui généralement considérée comme I'hypothése nulle de I'évolution
moléculaire (Charlesworth et Charlesworth 2017) malgré 1'émergences de certaines
critiques (Gillespie 2000). La théorie presque neutre de 1'évolution a notamment permis de
reconnaitre 1'existence des mutations légerement délétéres et le role important qu'elles
pourraient jouer dans l'évolution en se ségrégant et se fixant sous l'effet du hasard.
L'accumulation de ce type de mutations est aujourd'hui reconnue par de nombreux auteurs
comme un processus évolutif important influengant notamment le niveau de variance
génétique pour les traits liés a la valeur adaptative (Simmons et Crow 1977), la magnitude
de la dépression consanguine (Charlesworth et Charlesworth 1999) et les risques

d'extinctions de certaines populations (Lynch et al. 1993; Lynch, Conery, et Burger 1995a).

L'importance potentielle des mutations légerement déléteres sur 1'évolution des
populations a d'abord été révélée par les expérience fondatrices de Mukai et Ohnishi
(Mukai 1964; Ohnishi 1977). Ces expériences sur des lignées de Drosophila melanogaster
contraintes a accumuler des mutations, ont démontré qu'en 1'absence de sélection, la
viabilit¢ moyenne des lignées de mouches diminuait aprés seulement une douzaine de
générations. Ces expériences ont également révélé une hausse de la variance génétique, un
phénomene qui s'explique par le fait que les différentes lignées accumulent chacune des
mutations de facon indépendante. Depuis, ces résultats ont été corroborés par de
nombreuses expériences similaires sur les drosophiles (ex: Houle et al. 1992; Kondrashov
et Houle 1994) ainsi que sur quelques autres espéces, principalement des daphnies (ex:
Latta et al. 2013; Latta ef al. 2015; Lynch et al. 1998), des nématodes (ex: Vassilieva et al.
2000; Baer et al. 2005) et des especes végétales (ex: Schultz et al. 1999; Schoen et al.

1998). 11 a été démontré que l'accumulation de mutations entrainait des diminutions de



traits liés a la valeur adaptative (Halligan et Keightley 2009), mais aussi de traits
phénotypiques complexes comme la compétitivité (Schaack et al. 2013) et la performance
(Huey et al. 2003). L'ensemble de ces expériences appuie 1'hypotheése que la majorité des
mutations ont des effets neutres ou déléteres. Ces travaux ont démontré que des mutations
déléteres dont les effets individuels sont tres faibles peuvent avoir un effet cumulé négatif
sur la santé et la valeur adaptative. La réduction de la valeur adaptative moyenne par

accumulation de mutations légerement déléteres a été nommée la charge mutationnelle.

Taux de mutations spontanées et distribution des effets

Les impacts réels de l'accumulation de mutations sur la santé et la survie des
populations naturelles dépendent par ailleurs des paramétres mutationnels comme le taux
de mutation et la distribution des effets phénotypiques (Baer et al. 2005; Haag-Liautard et
al. 2007). Par exemple, malgré leurs effets individuels importants, les mutations létales ou
fortement déléteres auraient des effets minimes sur la valeur adaptative des populations
puisqu'elles sont plus facilement éliminées par sélection purifiante (Loewe et Hill 2010).
Les premicres interprétations des expériences fondatrices de Mukai et Ohnishi estimaient le
taux de mutations génomiques déléteres (U) des D. melanogaster entre 0,14 et 0,6
mutation/génome/génération et des effets mutationnels moyens réduisant la valeur
adaptative d'environ 3% par génération (Mukai et al. 1972; Ohnishi 1977; Lynch et al.
1999). Plusieurs expériences ont par la suite corroboré¢ la prévalence d'un U d'au moins 0,1
et possiblement aussi ¢levé que 1 (Lynch et al. 1999; Charlesworth et Charlesworth 2017)
et d'effets phénotypiques moyens trés faibles. Des effets délétéres réduisant la valeur
moyenne des traits phénotypiques (ex: valeur adaptative, longévité, fécondité,
compétitivité, etc) de moins de 3% par génération ont par exemple été estimés chez des
lignées de drosophiles (Simmons et Crow 1977; Shabalina, Yampolsky, et Kondrashov
1997; Houle et al. 1992), de daphnies (Lynch et al. 1998), de T. arabidopsis (Schultz,
Lynch, et Willis 1999) et de C. elegans (Vassilieva, Hook, et Lynch 2000). De nouvelles

analyses des expériences de Mukai et Onishi (Garcia-Dorado 1997; Garcia-Dorado,



Monedero, et Lopez-Fanjul 1998) ainsi que certaines études subséquentes (Fry ef al. 1999;
Vassilieva, Hook, et Lynch 2000) ont par ailleurs conclu que les effets déléteres observés
dans les lignées d'accumulation de mutations pourraient étre essentiellement engendrés par
un nombre plus restreint de mutations, chacune ayant des effets plus importants, au moins

dans certaines conditions environnementales.

Suivant les estimations d'un U minimal de 0,1 et un effet phénotypique moyen
réduisant la valeur adaptative de quelques pourcents ou moins, il a été prédit que
I'accumulation de mutations aurait des effets négatifs sur certaines populations ( Lynch et
al. 1993; Lynch, Conery, et Burger 1995a). Par contre, si les estimations suggérant un U
plus faible et des effets phénotypiques plus importants s'avéraient généralisées, les impacts
populationnels pourraient étre beaucoup plus limités puisque la sélection serait plus
efficace a ¢éliminer les mutations délétéres. Les parameétres mutationnels seraient par
ailleurs dépendants de nombreux facteurs comme 1'espéce (et méme la lignée au sein d'une
espece), l'environnement génomique et les conditions environnementales (Kondrashov et
Houle 1994; Latta et al. 2013; Fry et Heinsohn 2002; Denver et al. 2012). Ces facteurs
pourraient donc en partie expliquer la variabilité observée dans les estimations des
parametres mutationnels. Il apparait conséquemment important de tenir compte de la
variabilit¢ des taux et effets mutationnels en fonction des conditions internes et
environnementales pour estimer adéquatement les conséquences évolutives des mutations

spontanées.

Sensibilité des populations naturelles a l'accumulation de mutations spontanées et risques
d'extinction

Les impacts négatifs potentiels de l'accumulation de mutations sur la survie des
populations ont principalement été explorés pour les espéces asexuées. En raison de leur
mode de reproduction, ces espéces ne peuvent se débarrasser des mutations par
recombinaison comme le font les espéces sexuées. La seule facon pour elles d'éliminer les

mutations légerement déléteéres est l'apparition d'une nouvelle mutation renversant la



précédente. En l'absence de telles mutations compensatoires, il a été prédit que les
nouvelles mutations vont s'accumuler dans les populations asexuées de fagon inexorable
selon un processus connu sous le nom du cliquet de Miiller (Felsenstein 1974). Selon cette
théorie, 1'accumulation irréversible de mutations chez les individus d'une population va
entrainer la perte successive des classes d'individus ayant la plus grande valeur adaptative
(ou le moins de mutations). Chaque extinction aléatoire de la classe la plus adaptée suite a
l'apparition de nouvelles mutations délétéres correspond & un tour du cliquet (Neiman et

Taylor 2009; Lynch 2007).

Quelques études ont montré que les populations asexuées de daphnies, d'escargots, de
phasmes et de plantes accumulaient effectivement des mutations déléteres plus rapidement
que leurs congéneres sexuées (Paland et Lynch 2006; Henry, Schwander, et Crespi 2012;
Hollister et al. 2014; Neiman et al. 2010). 11 a été estimé en fonction d'analyses des acides
aminés, que certaines mutations accumulées par les lignées asexuées pourraient étre plus
déléteres que celles retrouvées dans les lignées sexuées (Henry, Schwander, et Crespi
2012). Les impacts de ces mutations n'ont pas été mesurés expérimentalement, mais ces
données suggerent qu'elles pourraient affecter négativement la valeur adaptative. Il a été
montré chez des rotiféres, que les espéces asexuées affichaient effectivement un taux plus
¢levé d'accumulation de mutations délétéres comparativement aux especes sexuées, mais
que la sélection leur permettait également d'éliminer des mutations a long terme (Birky et
al. 2005; Barraclough et al. 2007). Ces résultats tendent a appuyer la théorie selon laquelle
que les lignées asexuées auraient effectivement une moins grande capacité a éliminer les
mutations délétéres par sélection purifiante que les lignées sexuées. Bien qu'a long terme
ces mutations délétéres pourraient finir par étre éliminées chez certaines espéces asexuées,
I'accumulation de mutations serait donc une force importante dans I'évolution de ces

especes.

La théorie presque neutre de I'évolution prédit que l'accumulation de mutations
déléteres pourrait aussi affecter la survie des populations sexuées de petites tailles (Lynch,

Conery, et Burger 1995a; Lynch, Conery, et Burger 1995b). L'évolution d'une nouvelle



mutation dans une population dépend de son coefficient de sélection, mais également de la
taille effective de population (N¢). Si le coefficient de sélection est plus grand que /2N, la
force évolutive dominante sera la sélection et les mutations délétéres devraient étre
efficacement éliminées. C'est ce qui devrait se produire dans les populations de grande
taille. Par contre, si les mutations ont un effet Iégérement délétere (ou bénéfique) dont s <<
%Ne, c'est la dérive qui domine. Conséquemment, dans les populations de petites tailles,
davantage de mutations se comportent comme si elles étaient neutres et peuvent étre fixées
de fagon aléatoire (Cortopassi 2002; Lynch et al. 1999; Popadin et al. 2007; Lynch 2007).
L'analyse des ratios de mutations non-synonymes (présumées légérement délétéres) sur
synonymes (neutres) a effectivement montré que les populations de petites tailles
accumulaient plus de mutations légérement déléteres (Woolfit et Bromham 2005; Howe et
Denver 2008). La fixation accélérée de nouvelles mutations 1égérement délétéres dans les
populations asexuées ou de petites taille les rendrait plus susceptibles a un effondrement
mutationnel, soit une extinction pour des raisons essentiellement génétiques (Gabriel,
Lynch, et Burger 1993; Lynch, Conery, et Burger 1995b). Un tel phénomeéne se produirait
dans les cas ou l'accumulation de mutations délétéres réduirait la valeur adaptative au point
ou la moyenne des individus ne pourrait plus se reproduire et que la taille de population
commencerait a décroitre. La population entrerait alors dans un cercle vicieux ou la

réduction de sa taille favoriserait une hausse du taux d'accumulation de mutations et vice et

versa (Lynch 2007).

Plusieurs auteurs ont également suggéré que l'exposition a des stress
environnementaux pourrait générer une hausse du taux de mutations ce qui pourrait
accélérer le processus d'effondrement mutationnel des populations (Lynch, Conery, et
Burger 1995b; Bickham et al. 2000; Ribeiro et Lopes 2013). L'exposition a des conditions
stressantes telles qu'une hausse de température (Matsuba et al. 2012), de salinité (Jiang et
al. 2014) ou de contaminants (Chain et al. 2018) accéléraient le taux de mutations en
conditions expérimentales. A cet égard, I'exposition a des contaminants chimiques pouvant
directement interagir avec I'ADN et augmenter le taux de mutations pourrait s'avérer un

stress particuliecrement dommageable. Les nouvelles technologies ont permis dans les



derniéres années de mieux connaitre les taux de mutations spontanées de différentes
espeéces, mais on en sait toujours peu sur comment l'environnement des populations

naturelles peut influencer ce taux.

Mitochondries et mutations

Les mitochondries sont des organites caractéristiques des eucaryotes qui assurent
plusieurs fonctions cellulaires essentielles dont la production d’ATP par phosphorylation
oxydative (OXPHOS). Le processus d'OXPHOS est assur¢ par le systéeme de transport des
¢lectrons (STE) et I'ATP synthase. Le STE est constitu¢ de quatre principaux complexes
respiratoires (complexes I a IV), localisés dans la membrane mitochondriale interne, qui
assurent le transfert d'électrons d'équivalents réduits (NADH et FADH,), produits par le
cycle de 1'acide citrique, vers l'oxygene. Le transfert d'électrons permet aux complexes I, I11
et IV de pomper des protons de la matrice mitochondriale vers 'espace inter-membranaire,
créant un gradient électrochimique qui est subséquemment utilisé par I'ATP synthase pour
phosphoryler 'ADP en ATP. D'autres complexes auxiliaires fournissent ¢galement le STE
en ¢lectrons (pour une revue de l'organisation des complexes mitochondriaux, voir Lenaz et
Genova 2010). Grace a cette voie métabolique, les mitochondries fournissent la majorité de
I'énergie nécessaire aux cellules. Ces organites jouent aussi d'autres roles importants
notamment dans la signalisation cellulaire, la régulation de l'apoptose, I'homéostasie du
Ca®" et du fer, la biosynthése de macromolécules et la réponse immunitaire innée (Tait et
Green 2012; Shaughnessy et al. 2014; Papadopoulos et Miller 2012). De plus, le STE est
une source importante de production d'espéces réactives de l'oxygéne (ERO). Il est
maintenant reconnu que les ERO jouent de nombreux rdles fonctionnels en agissant comme
signal cellulaire dans le contréle du métabolisme énergétique, mais aussi dans de
nombreuses voies homéostatiques impliquées entre autres dans 1'immunité, le maintien du
pH intracellulaire, la réponse a 1'hypoxie ou la différenciation cellulaire (Shadel et Horvath
2015). Ces molécules réactives peuvent également endommager les biomolécules

lorsqu'elles sont présentes en trop grande concentration. Les ERO peuvent réagir avec



I'ADN, causant notamment des dommages de type single-strand breaks et des dommages
aux bases nucléiques (Salazar et Van Houten 1997). L'ADN mitochondrial est souvent
considéré comme particulicrement a risque de tels dommages en raison de sa proximité

avec le STE et les ERO qu'il produit.

ADN Mitochondrial

Les mitochondries contiennent leur propre ADN (ADNmt) qui est le seul génome
extra nucléaire dans les cellules animales. Cet ADN, qui est circulaire et mesure environ 16
000 paires de base, est présent en plusieurs copies dans chaque cellule. Chez la majorité des
especes animales, 'ADNmt contient une trentaine de genes, tous nécessaires au bon
fonctionnement des mitochondries (Ballard et Melvin 2010; Ladoukakis et Zouros 2017).
Ces geénes occupent la presque totalit¢ de I'ADNmt qui, contrairement a 'ADN nucléaire,
est pratiquement dépourvu d'introns. La majorité des séquences d'ADNmt sont donc
codantes, si ce n'est de la région controle appelée D-loop (displacement loop) qui contient
la séquence d'origine de réplication de 'ADNmt (St. John et al. 2010; Taylor et Turnbull
2005). L'ADNmt contient les génes des ARNr et ARNt mitochondriaux ainsi que treize
genes codant pour des protéines des complexes du STE (Taanman 1999; Crease 1999). Le
reste des protéines du STE et tous les autres produits nécessaires aux activités
mitochondriales sont encodés par le génome nucléaire (ADNn) puis transloqués vers les
mitochondries (Castellana et al. 2011; Ballard & Pichaud 2014; Ballard & Melvin, 2010).
Environ 80 geénes nucléaires codent pour le reste des sous-unités protéiques des quatre
principaux complexes du STE et de I'ATP synthase (aussi appelée complexe V). Parmi ces
complexes, seul le Complexe II est enticrement encodé par I'ADNn, les autres complexes
sont constitués de protéines issues des deux génomes. Il a par ailleurs été estimé qu'environ
1 500 geénes nucléaires seraient impliqués dans la régulation des activités mitochondriales
(Castellana, Vicario, et Saccone 2011). Il résulte de cette organisation particuliere que
l'assemblage des complexes mitochondriaux et le bon fonctionnement de ces organelles

dépend de la coordination entre les activités de deux génomes (Hicks et al. 2012).
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L’ADNmt se distingue aussi de I’ADNn par son mode de transmission asexuée et
son haploidie. L'ADNmt est habituellement transmis de fagon uniparentale, par la mere. De
plus, la transmission se fait généralement sans recombinaison entre les molécules d'ADNmt
(Ladoukakis et Zouros 2017). Il a été démontré qu'un faible niveau de recombinaison
pourrait se produire lors de la transmission de I'ADNmt chez les espéces sexuées et —de
facon encore plus limitée— chez les espéces asexuées, mais ce processus resterait marginal
dans les deux cas (Piganeau, Gardner, et Eyre-Walker 2004; Neiman et Taylor 2009). Ces
caractéristiques du mode de transmission de I' ADNmt réduisent la taille de population de ce
génome comparativement a I'"ADNn, ce qui est accentué¢ par un important goulot
d'étranglement inter-générationnel (Rand 2011; Castellana, Vicario, et Saccone 2011;
Lynch, Koskella, et Schaack 2006). Une réduction physique de la taille de population de
I'"ADNmt se produirait dans les cellules germinales primordiales ou seules quelques copies
d'ADNmt seraient ségréguées dans chaque cellule (Stewart ef al. 2008; Jenuth et al. 1996).
Ensuite, un goulot génétique se produirait alors que seules quelques-unes de ces molécules
d'’ADNmt transmises seraient effectivement répliquées pour former la population d'ADNmt
des oocytes (Wai, Teoli, et Shoubridge 2008; Neiman et Taylor 2009). Une conséquence
importante de ce mode de transmission est qu'il favorise 'homoplasmie. Ainsi, malgré le
grand nombre de copies de molécules d'ADNmt dans chaque cellule, toutes les molécules
sont généralement identiques et chaque gene n'est habituellement présent qu'en une seule
version. La co-présence de différentes séquences d'ADNmt (par exemple suite a 1'apparition
de nouvelles mutations) est appelée hétéroplasmie. Cet état serait toutefois transitoire, le
taux de fixation des all¢les dans les mitochondries étant particuliérement rapide (Cortopassi

2002).

Taux de mutation élevé de I'"ADNmt

Chez les métazoaires, le taux de mutations spontanées de ' ADNmt est de 'ordre de
5 a 50 fois plus élevé que dans le génome nucléaire selon les groupes taxonomiques (Xu et

al. 2012; Lynch 2007). Une premicre cause réguliérement invoquée pour expliquer ce haut
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taux est l'environnement mutagéne de 'ADNmt. L'ADNmt est li¢ & la membrane interne
des mitochondries ou se trouvent les complexes du STE qui sont la principale source
cellulaire d'ERO. Cette proximité favoriserait une plus grande fréquence de dommages
oxydatifs a 'ADNmt. Malgré la présence de systémes de défense antioxydante, le niveau
d'oxydation des bases serait de trois a quinze fois plus élevé que dans 'ADNn (Richter

1995; Yakes et Van Houten 1997).

Des mécanismes de réparation de ' ADN plus limités dans ces organites que dans le
noyau pourraient également contribuer a augmenter le taux de mutations. Alors que de
nombreux mécanismes de réparation de I'ADN ont été identifiés dans le noyau des
eucaryotes, certains de ces mécanismes semblent absents des mitochondries. Ce serait le
cas de la réparation par excision de nucléotide et de la réparation par recombinaison
(Larsen, Rasmussen, et Rasmussen 2005). Les mitochondries possédent tout de méme des
mécanismes de réparation, notamment certaines voies de réparation par excision de base
qui sont les principales voies de réparation des dommages oxydatifs. Malgré tout, certains
types de dommages oxydatifs comme les 8-0x0A/G pourraient ne pas €tre réparés dans ces
organelles et s'y accumuler (Larsen, Rasmussen, et Rasmussen 2005). De plus, Salazar et
Van Houten (1997) ont montré qu'une exposition intense ou prolongée a des ERO (H,0,)

cause des dommages irréparables, ce qui déclenche 1'apoptose.

L'instabilit¢ du génome mitochondrial pourrait également étre accentuée par
l'absence de protéines de types histones permettant de protéger I'ADN et par son mode de
réplication particulier laissant un brin non apparié (Salazar et Van Houten 1997; Reyes et
al. 1982; Brown et al. 2005). 11 a été suggéré que ces caractéristiques de 'ADNmt le
rendraient plus susceptible aux attaques par des agents chimiques ou physiques et,
conséquemment, pourrait augmenter les lésions et accélérer son taux de mutations
(Roubicek et Souza-pinto 2017; Castellana, Vicario, et Saccone 2011). Toutefois, le facteur
de transcription mitochondrial TFAM pourrait protéger 'ADNmt en se liant au site
promoteur et ainsi jouer un role équivalent aux histones (Larsen, Rasmussen, et Rasmussen

2005; St. John et al. 2010). L'aconitase jouerait un role similaire de protection de ' ADNmt
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en se liant a celui-ci chez les levures (Chen, Wang, et Butow 2007) et, possiblement, chez

d'autres organismes dont 'humain (Kim et al. 2014).

Sensibilité de I'ADNmt a l'accumulation de mutations

Le haut taux de mutation de ' ADNmt combiné a son mode de transmission rendrait
ce génome particulierement susceptible a l'accumulation de mutations. La transmission
uniparentale de 'ADNmt et I'important goulot d'étranglement subi durant I'oogenése se
traduisent par une taille effective de population réduite. L'effet de la sélection sur ' ADNmt
serait ainsi limité, favorisant I'accumulation de mutations par dérive génétique. De plus, la
et a pour incidence que tous les geénes, bénéfiques ou déléteres, sont liés entre eux. Ces
caractéristiques favorisent I'accumulation de mutations délétéres sous l'effet du cliquet de
Miiller ainsi que par hitch-hiking génétique (Christie et Beekman 2016; Lynch et Blanchard
1998; Cortopassi 2002). Selon ce dernier processus, la fixation par sélection positive d'un
locus bénéfique favorise incidemment la fixation simultanée de mutations légerement
déléteres puisque ces loci sont liés sur le génome (Gillespie 2000). Le génome
mitochondrial est conséquemment considéré par plusieurs comme a risque de subir un
effondrement mutationnel qui pourrait affecter la survie des populations (Lynch 2007;

Baer, Miyamoto, et Denver 2007; Cortopassi 2002; Neiman et Taylor 2009).

Cette hypotheése ne fait toutefois pas l'unanimité et plusieurs croient que si le
génome mitochondrial a su, jusqu'a ce jour, éviter l'effondrement mutationnel prédit par le
cliquet de Miiller, ce doit étre parce que des mécanismes permettent l'élimination des
mutations délétéres (Rand 2001; Castellana, Vicario, et Saccone 2011; Melvin et Ballard
2017). Par exemple, des auteurs avancent que les rares cas de recombinaison de 'ADNmt
pourraient suffir a sauver ' ADNmt d'un effondrement mutationnel (Ladoukakis et Zouros
2017). L'importance du goulot d'étranglement mitochondrial sur I'évolution moléculaire de

I'"ADNmt suscite également des débats importants (Rand 2001; Dowling 2014). 11 a été
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suggéré que le goulot d'étranglement pourrait protéger I'ADNmt de l'accumulation en
générant de la variabilité entre les oocytes. Cette variabilité¢ favoriserait la sélection intra-
individuelle et permettrait d'éliminer les cellules germinales contenant des mutations
déléteres (Krakauer et Mira 1999; Rand 2001). La sélection pourrait également agir au
niveau intra-cellulaire entre les mitochondries et les ADNmt (Hill, Chen, et Xu 2014). Le
role actif de la sélection purifiante dans I'évolution de ' ADNmt est supporté empiriquement
par des études ayant montré que les mutations les plus déléteéres peuvent étre éliminées de

ce génome (Fan et al. 2008; Stewart et al. 2008).

11 apparait toutefois que la dérive serait la principale force qui assure la ségrégation
des génomes mitochondriaux hétéroplasmiques au cours de l'oogenése (Shoubridge et Wai
2007; Jenuth et al. 1996). La capacité de la sélection a ¢liminer les mutations délétéres
serait conséquemment fortement dépendante de la taille du goulot d'étranglement (Neiman
et Taylor 2009). Plusieurs lignes d'évidence montrent d'ailleurs que 1'élimination des
mutations déléteres par sélection purifiante n'est pas un mécanisme infaillible. Le réle non
négligeable de I'accumulation de mutations dans I'évolution moléculaire des mitochondries
est notamment supporté par le taux d'accumulation de mutations délétéres plus élevé dans
les ARNt mitochondriaux que nucléaires (Lynch 1996). Il a aussi ét¢ montré que des
mutations mitochondriales avec des effets phénotypiques importants peuvent échapper a
cette sélection purifiante (Fan et al. 2008; Shoubridge et Wai 2007). Les nombreux cas de
pathologies humaines dues a des mutations de géne mitochondriaux supportent d'ailleurs
cette incapacité de la sélection purifiante a éliminer toutes les mutations non-synonymes
(Taylor et Turnbull 2005). La persistance de mutations délétéres dans les génomes
mitochondriaux est également observée chez des populations animales, bien que les effets
phénotypiques de ces mutations n'aient pas été testés (Popadin e al. 2007; Howe et Denver
2008; Henry, Schwander, et Crespi 2012). L'efficacité de la sélection purifiante serait
variable selon les régions de I'ADNmt, les régions associ¢es aux ARNt et ARNr étant plus
susceptibles a accumuler des mutations (Stewart et al. 2008). Pourtant ces mutations ne
sont pas neutres et peuvent causer des dysfonctions et pathologies. Les mutations des génes

des ARNt représentent d'ailleurs plus de 50% des mutations pathogenes chez 1'humain
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(Schon, DiMauro, et Hirano 2012). Ainsi, méme si les mutations les plus importantes
semblent pouvoir étre efficacement éliminées ou compensées par d'autres mutations, la plus
grande incidence de mutations délétéres dans le génome mitochondrial pourrait étre

associée a des impacts négatifs sur la valeur adaptative moyenne des populations.

L'évolution du génome mitochondrial serait donc a la fois influencée par un haut
taux d'accumulation de mutations déléteres par dérive et par la sélection purifiante. Il a
aussi €té¢ suggéré que de la sélection positive pourrait favoriser la fixation de certaines
mutations dans le génome mitochondrial (James, Piganeau, et Eyre-Walker 2016).
Toutefois, I'importance relative de ces différents processus sur I'évolution mitochondriale
reste une question non résolue. Si plusieurs lignes d'évidences indiquent que ce génome
serait soumis aux conséquences négatives du cliquet de Miiller, la vitesse a laquelle il
«clique» pourrait étre plus ou moins ralentie par la sélection. Les conséquences potentielles
de I'accumulation de mutations sur la santé et la survie des populations sont encore plus

difficiles a démontrer et davantage controversées.

Effets des mutations sur les mitochondries

En raison des nombreux roles essentiels des mitochondries dans le fonctionnement
des cellules eucaryotes, des mutations sur des geénes impliqués dans leurs voies
métaboliques pourraient avoir des effets importants sur la santé et la valeur adaptative des
organismes. Comme les fonctions mitochondriales dépendent a la fois de I'ADNmt et de
I'ADNn, des mutations dans ces deux génomes peuvent les affecter, que ce soit des
mutations sur des génes codant pour des protéines du STE ou d'autres génes indirectement
impliqués dans les fonctions mitochondriales. Par exemple, des mutations affectant les
fonctions mitochondriales ont été identifiées sur des génes impliqués dans la production et
l'assemblage de ces protéines, dans la dynamique mitochondriale, dans le transport entre les
mitochondries et le cytoplasme et dans la synthése des membranes lipidiques (Wallace

1999; Schon, DiMauro, et Hirano 2012; Greaves et al. 2012). Des mutations qui ont en
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elles-mémes peu de conséquences fonctionnelles peuvent par ailleurs affecter les fonctions
mitochondriales en interférant dans la coordination mito-nucléaire (Schon, DiMauro, et
Hirano 2012; Ellison et Burton 2006; Levin et al. 2014). Aussi, pratiquement toutes les
séquences de I'ADNmt étant codantes ou alors impliquées dans sa réplication, les mutations

qui s'y déposent ont plus de risques d'avoir des conséquences fonctionnelles.

Les effets de mutations spécifiques sur les mitochondries ont surtout été étudiés en
lien avec des pathologies humaines (Wallace 1999; Schon, DiMauro, et Hirano 2012;
Greaves et al. 2012; Verkaart et al. 2007; Dowling 2014; Taylor et Turnbull 2005). Des
¢tudes en laboratoire sur des organismes modéles ont également permis de tester les effets
de mutations sur des genes liés au STE (Hicks et al. 2012; Dingley et al. 2010; Leung et al.
2013; Kujoth et al. 2005; Bess et al. 2012). Ces mutations se traduisaient notamment par
des diminutions des quantités de mitochondries, des activités des complexes du STE, du
potentiel membranaire, de la consommation d'oxygeéne et de la production en ATP. Dans
plusieurs études les mutations des genes liés aux mitochondries étaient aussi associées a des
hausse du niveau d'ERO (Dingley et al. 2010; Joyner-Matos et al. 2013; Verkaart et al.
2007; Estes et al. 2011). Dans une autre étude la balance d'ERO ne semblait pas affectée,
mais les mutations étaient associées a une augmentation du taux d'apoptose (Kujoth et al.

2005).

En causant des dysfonctions mitochondriales, les mutations peuvent avoir des effets
pléiotropes importants. Chez 1'humain, les liens de causalité entre certaines mutations
spécifiques affectant les fonctions mitochondriales et des pathologies telles que le
syndrome de Leigh, de l'acidose lactique ou de la neuropathie optique de Leber sont
largement documentés (résumé dans Greaves et al. 2012). Les dysfonctions
mitochondriales ont également été associées au développement de maladies dégénératives,
au vieillissement et a des impacts négatifs sur des traits liés a la valeur adaptative comme la
longévité et la fertilit¢ (Ballard et Melvin 2010; Linnane et al. 1998; Wallace 2011). Les
conséquences phénotypiques des mutations mitochondriales naturelles se déposant dans les

populations sauvages sont plus difficiles a démontrer et peu d’informations sont disponibles
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sur les effets de I’accumulation de mutations spontanées sur le phénotype mitochondrial
dans ces populations. L'existence de variants dADNmt se traduisant par des différences
métaboliques, mais aussi des effets au niveau des traits phénotypiques plus complexes est
toutefois de plus en plus reconnue. Des mutations spécifiques ont par exemple été associés
au développement de surdité (Moreno-Loshuertos et al. 2006), a des réductions de la valeur
adaptative (Howe et Denver 2008; Estes ef al. 2011) ou a des variations dans la longévité
(Clancy 2008). Certaines mutations délétéres pourraient donc se maintenir dans des
populations naturelles et affecter les performances des organismes. De plus, certaines lignes
d'évidences suggerent que les populations naturelles pourraient aussi étre négativement
affectées par I'accumulation de mutations mitochondriales ayant des effets individuels trop
légers pour étre détectés mais ayant collectivement des effets négatifs. Une étude sur des
lignées de nématodes C. elegans ayant accumulé des mutations (lignées MA) a associé les
mutations mitochondriales les plus susceptibles d'étre déléteres a un taux de croissance
intrinséque plus faible (Denver et al. 2000). Il a aussi ét¢ montré que l'accumulation de
mutations spontanées entralnait chez cette méme espeéce une hausse de stress oxydant

mitochondrial (Joyner-Matos et al. 2013).

Contaminants et mutations

Plusieurs contaminants chimiques environnementaux d'origine naturelle (ex: métaux
provenant de la crolte terrestre) ou anthropique (ex: rejets industriels, eaux usées, activités
agricoles, etc.) sont reconnus pour avoir des effets génotoxiques. Ces contaminant
réagissent avec les molécules d'ADN et peuvent causer des dommages pouvant
¢éventuellement se traduire par des mutations causant des dysfonctions cellulaires, des
tumeurs ou des effets tératogenes (Depledge 1998; Roubicek et Souza-pinto 2017). La
prévalence de dommages a 'ADN dans les populations naturelles causés par I'exposition a
des concentrations ambiantes de contaminants a ¢été abondamment documentée,

principalement dans les cellules somatiques (Roubicek et Souza-pinto 2017). Les effets
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mutagénes des contaminants sur les cellules germinales restent pour leur part peu

documentés.

Contrairement aux mutations somatiques, les mutations des cellules germinales
peuvent se transmettre aux descendants et ainsi perdurer dans le temps au-dela de la période
d'exposition et méme entre les générations. Il a conséquemment été avancé que l'exposition
a des polluants génotoxiques environnementaux pourrait avoir des impacts a long terme sur
les populations naturelles en modifiant leur évolution moléculaire (Baer, Miyamoto, et
Denver 2007; Bickham et al. 2000; Lynch, Conery, et Burger 1995a; Ribeiro et Lopes
2013). La valeur adaptative des individus risquerait d'étre affectée a la baisse suivant une
hausse de l'accumulation de mutation légerement déléteres (Baer, Miyamoto, et Denver
2007; Ribeiro et Lopes 2013). Dans le contexte environnemental actuel ou les activités
anthropiques géneérent constamment diverses formes de pollution environnementale, ce
facteur est appelé a jouer un role non négligeable pour I'évolution des populations
naturelles. Les petites populations ou les effets de la dérive favorisent le développement

d'une charge mutationnelle seraient particuliérement a risque.

Plusieurs études sur des modeles expérimentaux ont montré que des contaminants
chimiques pouvaient causer des dommages a 'ADN des cellules germinales et augmenter le
taux de mutations héréditaires (Vilariio-giiell, Smith, et Dubrova 2003; Somers et al. 2002;
Olsen et al. 2010). 11 a ét¢ montré expérimentalement que les daphnies exposées a des
métaux lourds avaient un taux d'accumulation de mutations de type délétions et duplication
de longues séquences d'ADN plus élevé que les daphnies élevées en milieu controle (Chain
et al. 2018). Des études ont aussi montré que le taux de mutation dans les cellules
germinales (mesuré dans des séquences de répétitions en tandem) était corrélé positivement
au niveau d'exposition a des contaminants comme les HAPs et les métaux lourds chez des
populations naturelles de plantes (Rogstad, Keane, et Collier 2003) et d'oiseaux ( Yauk et
al. 2000; King et al. 2014). D'autres études n'ont toutefois pas décelé de telles corrélations
chez des populations exposées a des contaminants métalliques (Berckmoes et al. 2005).

Ces écarts pourraient s'expliquer par des différences dans les voies d'exposition aux
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contaminants entre les études ou par des facteurs internes aux especes. L'impact des
contaminants génotoxiques sur 1'évolution moléculaire des especes naturelles pourrait en
effet &tre modulés par le niveau d'exposition (Yauk et al. 2000), mais aussi par leur capacité

a neutraliser les mutagénes ou a réparer les dommages (Baer, Miyamoto, et Denver 2007).

Ces résultats montrent que les contaminants environnementaux peuvent effectivement
augmenter le taux d'accumulation de mutations des organismes et appuient I'importance de
tenir compte de ce facteur dans 1'évolution moléculaire des populations. Toutefois de
nombreux facteurs doivent encore étre davantage documentées afin de mieux comprendre
les implications biologiques et écologiques de ces résultats. Notamment, il apparait
important de mieux identifier les mécanismes par lesquels les contaminants peuvent induire
une hausse du taux de mutations (Somers et Cooper 2009). Des études ont avancé que les
effets génotoxiques de certains contaminants pourraient ne pas étre induits par des
interactions directes avec I'ADN de ces cellules germinales, mais avoir plutot des causes
indirectes. L'induction de mutations pourrait par exemple étre médiée par des processus
comme une hausse du stress oxydant ou des mécanismes épigénétiques (Singer et Yauk
2010; Yauk et al. 2008). Finalement, des travaux sont également nécessaires afin
d'identifier et mesurer les impacts phénotypiques des hausses observées des taux de
mutation. La majorité des données actuelles qui montrent une hausse du taux de mutation
suivant I'exposition a des contaminants se sont concentrées sur des marqueurs considérés
neutres. L'implication de hausse de taux de mutations sur le phénotype et la valeur

adaptative des organismes et des populations reste encore a étre démontrée.

Sensibilité de I'ADNmt aux contaminants environnementaux

Plusieurs caractéristiques des mitochondries les rendent sensibles a certains types de
contaminants environnementaux. Par exemple, les membranes lipidiques des mitochondries
vont favoriser I'accumulation de composés lipophiles. Les métaux chargés vont également

pouvoir entrer et s'accumuler dans ces organites en raison de la présence des canaux a
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calcium dans les membrane mitochondriales et de la charge négative et du pH alcalin de la
matrice mitochondriale (Meyer ef al. 2013). Plusieurs des facteurs énumérés plus hauts qui
rendent ce génome plus vulnérable a I'accumulation de mutations (ex: absence d'histones,
mode de réplication) favorisent également sa susceptibilité aux substances génotoxiques
environnementales. Une fois dans les mitochondries, plusieurs contaminants peuvent
générer une hausse du niveau d'ERO soit en inhibant le STE ou en acceptant des électrons
et les transférant a 1'oxygeéne pour former des radicaux hydroxyles (Blajszczak et Bonini
2017; Turrens 2003). L'absence du mécanisme de réparation par excision de base dans les
mitochondries accentuerait leur sensibilit¢ aux effets génotoxiques des contaminants
environnementaux puisque ce mécanisme est la principale voie de réparation de nombreux
dommages dont ceux induits par les rayons UVC, les mycotoxines et les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (Bess ef al. 2012; Meyer et al. 2013). Les mécanismes de
réorganisation des mitochondries (fusion et fission) et de mitophagie (autophagie sélective
des mitochondries) pourraient tout de méme fournir une certaine protection contre les

dommages irréparables, au moins dans les cellules somatiques (Bess et al. 2012; Kujoth et
al. 2005).

Le génome mitochondrial accumulerait significativement plus de dommages que le
génome nucléaire suivant une exposition a de nombreux génotoxiques, qu'ils soient
d'origine interne (ex: ERO) ou externe (Roubicek et Souza-pinto 2017; Atienzar et al.
2001; Ledoux, Wilson, et Beecham 1992; Meyer et al. 2013). Le HAP benzo(a)pyrene, les
UVC, le paraquat et d'autres agents oxydants sont quelques exemples de contaminants
environnementaux qui affecteraient davantage 'ADNmt (Ledoux, Wilson, et Beecham
1992; Bess et al. 2012; Leung et al. 2013; Salazar et Van Houten 1997). Il est généralement
assumé que de tels dommages persistants peuvent générer des mutations dans I'ADNmt
bien que ce processus reste peu documenté (Wei et al. 1998; Meyer et al. 2013). Les
dommages persistants & 'ADNmt causés par des xénobiotiques peuvent avoir des effets
physiologiques négatifs tels que l'inhibition du STE et la diminution de la production
d'ATP (Furda et al. 2012; Leung et al. 2013).
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Dans un contexte naturel ou les populations sont exposées a des contaminants
environnementaux, I'"ADNmt pourrait subir un taux d'accumulation de mutations
héréditaires accéléré, a l'instar de ce qui est observé pour le génome nucléaire. Peu d'études
se sont toutefois penchées sur les effets des contaminants sur le taux de mutations de
I'"ADNmt dans des populations naturelles. Deux études réalisées dans la région de Sumgayit
en Azerbaijan —une région historiquement abondamment contaminée par les rejets
industriels et agricoles— ont révélé un nombre accru de nouveaux haplotypes
hétéroplasmiques mitochondriaux chez les grenouilles Rana ridibunda et les poissons
Gambusia holbrooki vivant dans les sites pollués (Matson et al. 2006; Rinner et al. 2011).
Ces études suggerent que les contaminants chimiques peuvent avoir un impact négatif sur

le taux de mutations héritables du génome mitochondrial et donc sur I'évolution de celui-ci.

Cuivre

Le cuivre est essentiel aux systémes vivants, notamment pour ses roles dans le
métabolisme énergétique, la défense antioxydante et le développement. Ce métal
fonctionne comme un cofacteur associ¢ a plusieurs enzymes clés, les principales étant la
superoxyde dismutase (défense antioxydante), les metallothionéines (séquestration de
l'exces de cuivre et défense antioxydante) et la cytochrome c¢ oxydase (STE) (Linder et
Hazegh-Azam 1996). Toutefois, une exposition a des concentrations importantes de ce
métal —comme cela se produit dans certaines régions accueillant des activités miniére ou de
raffinage— peut avoir des conséquences physiologiques et génétiques négatives (Pearson,
Gunn, et Keller 2002). De nombreuses études montrent que le cuivre induit de la toxicité
(Gaetke et Chow 2003) et de la génotoxicité (Lloyd et Phillips 1999; Atienzar et al. 2001).
Il a notamment ét¢ montré que l'exposition chronique au cuivre diminuait le taux de survie

des Daphnia pulex (Winner et Farrell 1976).

Le cuivre peut induire divers dommages a I’ADN comme des bris de liens simples

et doubles, des modifications de bases ou des adduits (Lloyd et Phillips 1999; Atienzar et
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al. 2001; Doganlar, Doganlar, et Tabak¢ioglu 2014). L'induction de dommages a I'ADN
suivant 'exposition a différentes concentrations de cuivre a notamment été montrée chez
Daphnia magna (Atienzar et al. 2001). Ces dommages seraient principalement causés de
facon indirecte suite a une hausse du niveau d'ERO (Tkeshelashvilis ef al. 1991). Le cuivre,
comme les autres métaux de transition, catalyse les réductions du type Fenton du peroxyde
d’hydrogene en radicaux hydroxyles, une des ERO les plus réactives (Ercal, Gurer-Orhan,
et Aykin-Burns 2001; Gaetke et Chow 2003). Le cuivre causerait aussi des dommages en

défaisant la double hélice lorsqu'il se lie directement avec I'ADN (Eichhorn et Shin 1968).

Les mitochondries seraient une des cibles principales du cuivre qui a tendance a s'y
accumuler (Mehta, Templeton, et Brien 2006). L'exposition a ce métal induit une hausse de
la production d'ERO dans ces organites et des dommages aux membranes (Hosseini et al.
2014; Barata et al. 2006; Krumschnabel et al. 2005). Ces effets négatifs du cuivre sur les
mitochondries peuvent induire une inhibition de la respiration mitochondriale et ce méme a
des concentrations relativement faibles pouvant étre retrouvées dans l'environnement
(Garceau, Pichaud, et Couture 2010; Hosseini et al. 2014). La hausse localisée du stress
oxydant risque également d'endommager ' ADNmt et d'augmenter son taux de mutations. Il
a d'ailleurs été montré que 1'exposition a des métaux lourds dont le cuivre augmenterait le

taux de dommages du gene mitochondrial ND2 (Doganlar, Doganlar, et Tabak¢ioglu 2014).

Daphnies

La présente étude se fera sur des daphnies du groupe pulex qui représentent un
modele intéressant des points de vue environnemental et expérimental. Ces cladocéres sont
des organismes clés des écosystémes d’eau douce déja largement utilisés comme modeles
en génétique et en écotoxicologie et dont on connait bien I’histoire de vie et le génome
(Shaw et al. 2008; Orsini et al. 2011; Crease 1999). La facilité avec laquelle elles sont
¢levées en laboratoire et leur court temps de génération facilitent les expériences de lignées

AM (Xu et al. 2012; Lynch et al. 1998). Leur mode de reproduction par parthénogenese
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permet d’étudier plus facilement les effets des mutations sur le phénotype en limitant les
variations du reste de I’environnement génétique. De plus, il a été montré que les D. pulex
présentaient un des taux de mutations de 'ADNmt connu les plus élevés chez les
eukaryotes ce qui en fait également un modele intéressant pour I'étude des effets

mutationnels sur le phénotype mitochondrial (Xu ef al. 2012).

Lignées d'accumulation de mutations

La majorité des connaissances disponibles sur les mutations spontanées et leurs effets
phénotypiques provient d'expériences de lignées d'accumulation de mutations (lignées MA)
(Halligan et Keightley 2009). Cette approche expérimentale consiste a élever de
nombreuses lignées indépendantes d'individus descendant d'un méme ancétre (ou couple
ancestral) en ne conservant qu'un individu (especes asexuées) ou un couple d'individus
(especes sexuées) a chaque génération, imposant a chaque fois un fort goulot
d'étranglement. En réduisant ainsi la taille de population au maximum, la sélection naturelle
est rendue quasi inopérante et I'évolution moléculaire est essentiellement gouvernée par la
dérive génétique (Lynch 1985). La grande majorité des mutations se comportent comme
¢tant effectivement neutres et s'accumulent dans les lignées, a l'exception des mutations
causant la stérilit¢ ou la mort. L'analyse des données permet ensuite d'estimer le taux de
changement dans la moyenne et dans la variabilité des traits phénotypiques causés par les
nouvelles mutations. Il est aussi possible d'inférer le taux de mutation soit en fonction des
changements phénotypiques observés ou, plus directement, par séquencage des génomes

(Haag-Liautard et al. 2007).

Cette technique s'avére aussi intéressante pour étudier les mécanismes d'accumulation
de mutations dans le génome mitochondrial. En effet, en laissant les mutations s'accumuler
de facon naturelle tout en permettant I'action des mécanismes potentiels de sélection de

I'ADNmt au niveau cytoplasmique et cellulaire, nous croyons que les lignées MA
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pourraient fournir un bon outil pour évaluer le réle des mutations dans I'évolution des

mitochondries.

Problématique

Les connaissances actuelles des effets phénotypiques des mutations spontanées se
limitent essentiellement aux effets sur des traits liés a la valeur adaptative mesurés sur des
lignées AM ¢levées en conditions standard de laboratoire. Par contre, on connait peu les
effets des mutations sur les traits physiologiques qui pourraient fournir un lien
mécanistique entre génotype et phénotype. Les impacts des mutations sur les fonctions
mitochondriales méritent une attention particuliere en raison des roles vitaux de ces
organites et de leur plus grande susceptibilité¢ a accumuler des mutations dans leur génome.
Des populations considérées moins a risques d'accumuler des mutations (ex: sexuées de
large taille effective) pourraient également étre vulnérables a subir un déclin mutationnel
suite a l'accumulation de mutations dans les parties non-recombinantes de leur ADN,

comme leur génome mitochondrial (Lynch 1996, 2007).

Une bonne compréhension des effets phénotypiques des mutations spontanées et de
leurs conséquences potentielles sur 1'évolution des populations naturelles doit également
tenir compte des conditions environnementales dans lesquelles les mutations sont induites
et s'expriment. L'exposition a des stress environnementaux pourrait accélérer
l'accumulation de mutations déléteres et avoir un impact négatif sur la valeur adaptative des
populations naturelles. Des conditions stressantes pourraient aussi révéler des effets
négatifs de mutations (Elena et Visser 2003; Szafraniec, Borts, et Korona 2001). Dans le
contexte environnemental actuel de changements globaux, les effets des changements

thermiques et de l'exposition accrue a des contaminants d'origine anthropiques sont

particulierement préoccupants.
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Objectifs et hypotheses

La présente étude comporte trois objectifs principaux. Le premier est d'évaluer les
effets de 'accumulation de mutations spontanées sur des traits liés la valeur adaptative et
sur les fonctions mitochondriales. Le second objectif vise a tester 1'impact de l'exposition a
un contaminant environnemental génotoxique (le cuivre) durant un processus
d'accumulation de mutations sur la distribution des effets mutationnels. Afin de tenir
compte de la wvariabilit¢ des effets mutationnels en fonction des paramétres
environnementaux, le dernier objectif est de tester l'effet d'une exposition a un stress
thermique sur l'expression phénotypique des mutations accumulées. Afin de répondre a ces
objectifs, j'ai 1) mesuré et compar¢ les traits d'histoire de vie de lignées d'accumulation de
mutations de D. pulex élevées en milieu bénin et en milieu enrichi en cuivre; 2) mesuré et
comparé des traits liés au phénotype mitochondrial de ces mémes lignées MA de D. pulex
¢levées ou non en présence de cuivre. Pour répondre au dernier objectif, 3) la majorité de

ces mesures phénotypiques ont été faites a la fois a température optimale et stressante.

Hypothése 1. L'accumulation de mutations spontanées se traduit généralement par
des effets 1égérement déléteres sur les traits d'histoire de vie. Les daphnies des lignées MA

auront une valeur adaptative moyenne plus faible que les daphnies contrdles.

Hypothése 2. L'ADNmt est sensible a 1'accumulation de mutations et des effets
néfastes des mutations sur les fonctions mitochondriales ont été démontrés. Les daphnies
des lignées MA auront conséquemment davantage de dysfonctions mitochondriales par
rapport aux daphnies contrdles. Par contre, une absence de différences de phénotypes
mitochondriaux entre les daphnies de lignées MA et contrdles pourrait s’expliquer par
I’action de la sélection purifiante résultant en I'élimination efficace des mutations délétéres

dans 'ADNmt.

Hypothése 3. Plusieurs effets génotoxiques du cuivre ont ét¢ documentés et il a été
montré que l'exposition a ce métal peut accélérer le taux d'accumulation de certains types

de mutations chez les D. pulex (Chain et al. 2018). Les daphnies des lignées MA ¢élevées en
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présence de cuivre auront une plus faible valeur adaptative moyenne et davantage de

dysfonctions mitochondriales par rapport a celles élevées en milieu bénin.

Hypothése 4. Les effets des mutations étant généralement exacerbés dans un
environnement stressant, les effets phénotypiques des mutations spontanées seront

exacerbés lorsque mesurés en conditions thermiques stressantes.



CHAPITRE 1
EFFETS DES MUTATIONS SPONTANEES SUR LA VALEUR ADAPTATIVE
DE DAPHNIA PULEX ELEVEES EN MILIEUX BENIN ET CONTAMINE AU
CUIVRE

1.1 INTRODUCTION

Les polluants libérés dans l'environnement par les activités humaines ont des effets a
différents niveaux d'organisation biologique. Les effets toxiques des contaminants sur les
fonctions cellulaires, la physiologie et le comportement des organismes ont été largement
explorés (Wolfe, Schwarzbach, et Sulaiman 1998; Mineau 2005; Scott et Sloman 2004).
Plus récemment, les impacts génétiques des polluants ont été examinés chez les populations
naturelles (Bickham et al. 2000; Brady et al. 2017). Ces effets plus subtils des contaminants
environnementaux sur le bagage génétique des populations peuvent avoir des effets a long
terme sur leur potentiel évolutif. L'effet génétique le mieux documenté des contaminants est
I'érosion génétique des populations suivant un goulot d'étranglement et/ou une sélection
directionnelle générés par les effets toxiques des polluants (Van Straalen et Timmermans
2002; Matson et al. 2006; Coors et al. 2009; Ribeiro et al. 2012). Cette perte de diversité
pourrait notamment favoriser la dépression consanguine ou encore limiter la réponse
adaptative des populations a de futurs stress environnementaux (Brady et al. 2017). Une
autre conséquence génétique potentielle des contaminants environnementaux serait une
hausse du taux de mutations causée soit par une interaction directe des contaminant avec
I'ADN (génotoxiques) (Bickham 2011) ou, indirectement, via une hausse du stress

physiologique (Matsuba et al. 2012; Goho et Bell 2000).

Il a été montré que I'accumulation des mutations légerement déléteres sous I'effet de

la dérive cause une diminution de la valeur adaptative moyenne (Halligan et Keightley
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2009). Une hausse du taux de mutation induite par des contaminants pourrait
conséquemment constituer une menace réelle pour les populations naturelles en exacerbant
leur charge mutationnelle. Les effets des contaminants sur la charge mutationnelle
pourraient s’amplifier suite a une réduction de la taille de population favorisant la dérive et
la fixation aléatoire des nouvelles mutations. La synergie entre ces effets pourrait accélérer
l'extinction de certaines populations par effondrement mutationnel (Bickham et al. 2000).
Bien que plusieurs auteurs aient souligné I'importance théorique de ces effets des polluants,
peu d'études empiriques se sont attardées a en mesurer les effets (Lynch, Conery, et Burger
1995a; Bickham et al. 2000; Ribeiro et Lopes 2013). Quelques études pionnieres ont
montré que l'exposition a des stress chimiques pouvait effectivement entrainer une hausse
du taux de mutations héritables chez des modeles expérimentaux (Yauk et al. 2008; Chain
et al. 2018; Jiang et al. 2014) et des populations naturelles d'oiseaux et de plantes (Yauk et
al. 2000; Rogstad, Keane, et Collier 2003; King et al. 2014). D'autres études ont aussi
suggéré, sans pouvoir le confirmer, qu'une hausse du taux de mutations pourrait expliquer
en partie les patrons observés dans les changements de structure génétique de populations
exposées a des contaminants environnementaux (Matson et al. 2006; Stambuk et al. 2013;
Giska et al. 2015). Toutefois, les impacts de ces hausses de taux de mutations sur la valeur
adaptative n'ont pas été directement testés dans ces études. Une bonne connaissance de la
distribution des effets des mutations induites en présence de contaminants sur la valeur
adaptative est pourtant essentielle pour bien comprendre leurs implications sur 1'évolution a

long terme des populations.

Dans mon étude, un modele expérimental de lignées d'accumulation de mutations
(lignées MA) a été utilisé afin de tester 'impact des mutations sur les traits phénotypiques
en présence et en absence de cuivre. Dans ce type d'expérience, un seul descendant ou
couple de descendants d'une couvée est conservé a chaque génération ce qui permet de
propager une lignée d'organismes en réduisant la taille de population au maximum et d'ainsi
limiter l'action de la sélection. La majorité des mutations peuvent alors s'accumuler sous
l'effet de la dérive et il est ensuite possible de mesurer directement les taux de mutations et

les effets de ces mutations sur les phénotypes et sur la valeur adaptative. Le contexte
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expérimental offre également la possibilit¢ de facilement manipuler les conditions
environnementales dans lesquelles les mutations sont acquises et exprimées. Ici, les effets
de l'accumulation de mutations héritables sur les traits d'histoire de vie de lignées de

Daphnia pulex élevées en milieu bénin et en milieu contaminé avec du cuivre ont été testés.

Le cuivre est un contaminant métallique qui, en concentration ¢élevée dans
l'environnement, représente une menace pour la santé des populations naturelles. C'est le
cas des régions comme Rouyn-Noranda ou Sudbury au Canada ou de nombreux métaux
lourds ont été libérés par les activités anthropiques d'exploitation miniére ou de
transformation industrielle des métaux (Pearson, Gunn, et Keller 2002; Rajotte et Couture
2002). Dans les écosystemes aquatiques de ces régions, des impacts négatifs de 1'exposition
a ces contaminants ont été observés sur le métabolisme, la condition générale et la structure
génétique des populations de poissons (Rajotte et Couture 2002; Bourret et al. 2008).
Comme pour de nombreux métaux lourds, les mécanismes de toxicité du cuivre incluent
des dommages directs a I'ADN ainsi que la libération d'especes réactives de l'oxygeénes
pouvant causer des dommages a diverses biomolécules (Atienzar et al. 2001; Barata et al.
2005; Garceau, Pichaud, et Couture 2010). L'exposition chronique a ce contaminant
pourrait donc affecter I'évolution des populations en augmentant leur taux de mutation. Des
travaux précédents sur les mémes lignées MA de daphnies que celles utilisées ici ont
montré que l'exposition au cuivre se traduisait par un taux plus élevé de larges délétions
dans les génomes des lignées MA Cu par rapport aux MA Ctrl (Chain et al. 2018). Ces
travaux montrent que l'exposition a ce métal a un impact sur le taux d'au moins certains
types de mutations spontanées, mais les effets phénotypiques de ces mutations n'ont pas été

directement évalués.

Dans le cadre de cette étude, les traits phénotypiques des lignées MA ¢élevées en
milieu bénin (MA Ctrl) et en présence de cuivre (MA Cu) ont été mesurés. Ces valeurs ont
¢été comparées a celles mesurées chez des daphnies isolées d'un groupe controle de grande
taille n’ayant pas accumulé de mutations (N entre 100 et 250) (Flynn et al. 2017).

Contrairement aux lignées MA ou I'évolution est dominée par la dérive, dans ce groupe
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controle (non-MA) c'est la sélection qui domine et qui assure I'élimination de la proportion
importante des mutations qui ont des effets déléteres. La comparaison de ces trois
traitements a permis 1) d'identifier les impacts phénotypiques spécifiquement imputables
aux nouvelles mutations dans les lignées MA et 2) de comparer les signatures
phénotypiques des mutations spontanées générées en milieu optimal et en présence d'un
stress induit par un contaminant métallique. La grande majorité des mutations non neutres
ayant des effets déléteres, il est attendu que les daphnies des deux traitements
d'accumulation de mutations présentent une réduction de leur valeur adaptative moyenne
par rapport au groupe controle non-MA ou ces mutations sont moins facilement fixées en
l'absence de goulot d'étranglement et plus efficacement éliminées par sélection purifiante.
De plus, selon I'hypotheése que les contaminants génotoxiques comme le cuivre peuvent
accélérer le taux de mutation et/ou modifier la signature mutationnelle en interagissant
directement avec 'ADN ou en augmentant le niveau de stress physiologique, il est attendu
que les lignées ¢€levées en présence de cuivre présentent une plus importante réduction de
leur valeur adaptative par rapport au controle avec sélection que les lignées élevées en

milieu bénin.

Par ailleurs, une évaluation adéquate des effets phénotypiques des mutations devrait
tenir compte de la wvariabilit¢ de leur expression en fonction des conditions
environnementales. Il a effectivement été montré que les conditions environnementales
modulent la distribution de ces effets (Latta et al. 2015) et, en particulier, que les conditions
stressantes pourraient exacerber les impacts des mutations (Shabalina, Yampolsky, et
Kondrashov 1997; Vassilieva, Hook, et Lynch 2000; Matsuba et al. 2012). Les conditions
environnementales naturelles étant plus variables et stressantes que celles du laboratoire,
I'évaluation des impacts évolutifs des mutations nécessite une bonne compréhension de la
dépendance environnementale des effets mutationnels. Il a été précédemment avancé que
les expériences de lignées d'accumulation de mutations ne permettaient pas de mesurer
efficacement les mutations dont les effets sont trés petits (Baer ef al. 2006; Denver et al.
2004; Eyre-Walker et Keightley 2007). Tester les impacts de I'accumulation de mutations

dans des conditions plus stressantes pourrait permettre de révéler les effets de ces mutations
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et de palier au biais de ce design expérimental. Afin de tenir compte de la dépendance
environnementale des mutations, les effets phénotypiques cumulés des mutations ont été
mesurés a une température optimale (18°C) ainsi qu'a une température plus élevée et
stressante (27°C). Un autre objectif de cette étude est donc de tester les effets des nouvelles
mutations sur la réponse plastique des daphnies face a un stress thermique. Il est attendu
que les effets des mutations sur les traits soient plus importants a 27°C qu’a 18°C. Ceci
devrait se traduire par une réduction moyenne des traits phénotypiques plus importante a
27°C qu’a 18°C ainsi que par une hausse de la variation inter-lignées des daphnies des

lignées MA par rapport aux daphnies du contrdle non-MA.

1.2 MATERIEL ET METHODES

1.2.1 Expérience d'accumulation de mutations et controle avec compétition

Des daphnies issues de lignées d'accumulation de mutations élevées en milieu bénin
ou en milieu enrichi de cuivre (Cu) et d'un élevage contrdle avec compétition (non-MA) ont
¢été fournies par le laboratoire de Melania Cristescu de I'Université McGill et élevées tel que
décrit par Flynn et al. (2017) (Figure 1). Les daphnies issues de 'expérience provenaient
d'un clone de D. pulex asexué diploide récolté¢ dans 1'étang Canard a Windsor, en Ontario
(Lat. 42°12”, Long. 82°98”). Pour chacun des groupes d'accumulation de mutations, 50
descendants de ce clone ont été isolés pour fonder 50 lignées. Chaque individu était élevé
séparément dans un tube contenant 20 ml d'eau d'étang synthétique FLAMES (Celis-
Salgado et al. 2008) non enrichie pour les MA Ctrl et enrichie d’une concentration
sublétale de Cu de 40 ug L' (Winner et Farrell 1976) pour les MA Cu. Cette concentration
est équivalente, voire inférieure, a ce qui est retrouvé en milieu naturel contaminé (Lopes,
Baird, et Ribeiro 2004; Pearson, Gunn, et Keller 2002; Yan et al. 2016). A chaque
génération, un seul descendant était conservé aléatoirement pour poursuivre la lignée. La

taille de la population effective de chaque lignée était ainsi maintenue a N=1, réduisant au
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maximum l'effet de la sélection et permettant a toutes les mutations de s'accumuler dans les
lignées, exceptions faites des mutations létales ou causant la stérilité. Parallelement, un
groupe contrdle a été établi en utilisant des descendants du méme ancétre commun. Les
daphnies de ce groupe ont été élevées ensembles dans un aquarium contenant 15 L d'eau
d'étang synthétique FLAMES. La taille de population de ce groupe était évaluée a 100-250
individus (Flynn et al. 2017). Les daphnies ainsi ¢élevées étaient soumises aux effets de la
compétition et de la sélection. Les lignées MA et le groupe controle non-MA étaient élevés
dans les mémes conditions standards, soit une température de 18°C, une photopériode avec
un cycle de 12h jour/12h nuit et un régime d'alimentation contenant trois especes d'algues

(Ankistrodesmus sp., Scenedesmus sp. et Pseudokirchneriella sp.).

1.2.2 Expérience sur les traits d'histoire de vie

Des daphnies issues de dix lignées MA Ctrl choisies aléatoirement (aprés en moyenne
123 générations), de dix lignées MA Cu choisies aléatoirement (aprés en moyenne 124
générations) ainsi que dix daphnies isolées du groupe contréle non-MA ont été recues de
'Université McGill au stade de juvéniles. Ces daphnies ont ét¢ immédiatement transférées
dans des chambres expérimentales dans des tubes Falcon de 50 mL contenant 40 mL d'eau
synthétique FLAMES non enrichie. Elles ont été ¢élevées dans les conditions standard
auxquelles elles étaient déja acclimatées pendant deux générations (Figure 1). Les daphnies
du groupe controle non-MA ont aussi été élevées individuellement, en ne gardant qu'un
seul descendant choisi aléatoirement entre les générations, afin de constituer dix pseudo-
lignées controles appelées isolats. Seize nouveau-nés (moins de 24h) issus de la 2°-5° portée
de la deuxieme génération de chaque lignée MA ou isolat non-MA ont été isolés pour
mesurer les traits d'histoire de vie a deux conditions thermiques différentes. Pour chaque
lignée ou isolat, deux daphnies ont également été conservées pendant quelques jours a
chacune des températures expérimentales comme réserves de secours. Au besoin, ces
daphnies de réserve ont été utilisés pour remplacer les daphnies mortes (~5% des daphnies

isolées) dans les quelques jours suivants leur transfert.
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Figure 1 : Expérience d'accumulation de mutations chez les D. pulex se reproduisant de
facon asexuée. Les descendants d'un ancétre commun ont été utilisés pour fonder 50 lignées
MA Ctrl et 50 lignées MA Cu. Les nouvelles mutations spontanées (représentées par les
traits colorés) se sont accumulées de facon indépendante dans chaque lignée pendant
environ 124 générations. Les descendants de dix lignées de chacun des traitements ainsi
que dix individus issus du contréle non-MA ont ensuite été échantillonnés pour évaluer les
traits phénotypiques. Avant de procéder aux tests phénotypiques, ces descendants ont été
acclimatés pendants deux générations aux conditions du nouveau laboratoire. La majorité
des traits phénotypiques ont été testés en conditions thermiques optimales (18°C) et
stressante (27°C), a I'exception de la respiration mitochondriale qui a uniquement été testée
a 27°C (voir Chapitre 2). Figure adaptée de Halligan et Keightley 2009.

Pour I'expérience sur les traits d'histoire de vie, la moitié des nouveau-nés a été élevée
a leur température d'acclimatation (18°C; n=8) et I'autre moiti¢ a température élevée (27°C;
n=8). La température élevée a été déterminée lors d'expériences préliminaires comme une
température stressante, mais non létale pour ce clone de daphnies. Aux deux conditions
thermiques, les daphnies étaient élevées de fagon isolée dans des tubes Falcon de 50 ml
contenant 40 ml d'eau synthétique FLAMES. Elles étaient soumises au méme cycle de

photopériode que précédemment et nourries avec le méme mélange d'algues. Elles étaient
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nourries tous les deux jours avec 800 ul d'un mélange a ~1x10’ cellules'ml™”. Les tubes
¢taient inspectés toutes les 24 h afin de surveiller 1'apparition de nouveau-nés. La date de
naissance des daphnies, les dates de libération des nouveau-nés pour les portées un a cing,
ainsi que le nombre de juvéniles vivants pour chacune de ces portées ont été enregistrés.
Dans les cas ou une daphnie mourait avant la cinquiéme portée, la date de décés était notée.

Les juvéniles étaient retirés des tubes dans les 24 h suivant leur naissance.

1.2.3 Analyse des données

Les variables suivantes ont été retenues comme mesures des traits d'histoire de vie:

1 ere

age a la libération de la premiere portée (age portée) et nombre moyen de juvéniles
vivants par portée pour les portées deux a cinq (taille moyenne de portée). Pour la taille
moyenne de portée, la premiére portée n'a pas été prise en compte puisque cette portée est
généralement de taille plus faible et plus variable (Glazier 1992). Le taux de croissance
intrinséque de population () de chaque individu a également été calculé et utilis¢é comme
estimation de la valeur adaptative des daphnies (Teschner 1995). Le r individuel a été

calculé a partir des ages a la libération des juvéniles et des tailles des portées un a cinq en

utilisant I'équation de Euler-Lotka:

z e ™lm, =1

ou x est I'dge (en jours), /, est la probabilité¢ de survie au jour x et m, la fertilité au jour x.
Afin d'inclure les individus qui n'avaient produit aucun juvénile vivant avant leur déces, la
valeur adaptative est présentée comme le taux de croissance fini de population (e") plutot
que 7 puisque les individus ne se reproduisant pas ont un » de -oo. Les individus ne s'étant

pas reproduits sont considérés comme ayant une valeur adaptative de ¢=0.
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Impacts des traitements d'accumulation de mutations sur les traits d'histoire de vie

L'effet du traitement évolutif (non-MA, MA Ctrl et MA Cu) sur les traits d'histoire
de vie dans les deux environnements thermiques (18°C et 27°C) a été évalué par un mode¢le
linéaire mixte en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance restreinte (REML) a
l'aide du package nlme (Pinheiro et al. 2014) dans le logiciel R (version 3.3.2). Pour
chacune des variables, le modele y = Traitement + Lignée (Traitement) + ¢ a été analysé
indépendamment pour chacune des températures expérimentales. Le traitement est
considéré comme un facteur fixe et la lignée comme un facteur aléatoire. Les conditions
d'utilisation ont été validées graphiquement. Des comparaisons multiples (Tukey HSD) ont
ensuite été effectuées pour déterminer quels traitements étaient significativement différents
les uns des autres. Afin de tester si la moyenne des traits d'histoire de vie de chacune des
vingt lignées MA (dix MA Ctrl et dix MA Cu) différait de la moyenne de 1'ensemble des
contréles non-MA, des tests de Dunnett ont été réalisés pour chacune des combinaisons de
variables phénotypiques et températures expérimentales. Pour chacun des traits
sélectionnés, un test de Dunnett a aussi été effectué pour déterminer quelles lignées MA Cu

¢taient significativement différentes de la moyenne des lignées MA Citrl.

Pour chaque variable, les variances intra- et inter-lignées de chaque combinaison de
traitement évolutif (non MA, MA Ctrl, MA Cu) et de température expérimentale (18°C et
27°C) ont été extraites a partir d'un modele linéaire généralisé mixte considérant les lignées
comme facteur aléatoire, soit y = Lignée + ¢. La variance intra-lignées (V.) ainsi extraite
représente la variance environnementale alors que la variance inter-lignée (Vi) représente
la variance génétique au sein d'un traitement donné, a une température donnée. Les
variances des groupes MA et non-MA ont ét¢ comparées a l'aide de tests de F. Un
coefficient de variation génétique (CVy) a été généré en normalisant la racine carrée de la

V1 par la moyenne obtenue pour I'ensemble des lignées du traitement (Houle 1992).
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Impacts des traitements d'accumulation de mutations sur la plasticité des traits d'histoire
de vie

Afin d'explorer la variabilit¢ dans la plasticité phénotypique entre les lignées et
1solats et entre les traitements évolutifs, des ANOVA et des modéles linéaires mixtes ont
¢été utilisés pour estimer les valeurs de p des interactions génotype x environnement (G x
E). Pour tester si les traitements d'accumulation de mutations engendraient des différences
dans la réponse des lignées aux variations thermiques, la significativité des interactions G X
E a été estimée pour des modéeles linéaires mixtes avec le traitement (non-MA, MA Ctrl,
MA Cu), la température (18°C et 27°C) et leur interaction comme facteurs fixes et la ligné
nichée dans le traitement comme facteur aléatoire: y = Traitement + Température +
Traitement x Température + Lignée (Traitement) + e. Pour évaluer la variabilité de la
plasticité des lignées a l'intérieur de chacun des traitements, des ANOVA a deux facteurs
fixes ont ensuite été utilisées: y = Lignée + Température + Lignée x Température + €. Une
interaction significative indiquait que les normes de réactions des lignées différaient entre
elles, entrainant soit un changement dans 1'ordination des moyennes des lignées ou dans la
variance inter-lignées entre les deux environnements thermiques (Windig, De Kovel, et De
Jong 2004; Latta et al. 2015). Afin de confirmer la présence de variabilité¢ dans les réponses
plastiques des différentes lignées, les normes de réaction ont été inspectées visuellement.
De plus, afin de préciser quels types de variations de plasticité étaient présents entre les
lignées, l'inspection visuelle des normes de réaction a été combinée a la comparaison des
variances inter-lignées entre les deux températures effectuées a l'aide de tests de F pour
chaque traitement. La corrélation génétique entre les deux environnements thermiques a été
¢évaluée en utilisant les moyennes phénotypiques des lignées pour calculer un coefficient de

corrélation de Spearman (Astles, Moore, et Preziosi 2006).
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1.3 RESULTATS

1.3.1 Impacts du traitement d'accumulation de mutations en milieu bénin sur les
traits d'histoire de vie et la valeur adaptative

Les moyennes des traits d'histoire de vie des lignées d'accumulation de mutations
élevées en milieu bénin différaient trés peu des lignées contréles (Figure 2). A 18°C, l'age a
la premiére portée, le nombre moyen de juvéniles par portée et I'indice de valeur adaptative
des MA Ctrl n'étaient pas différents de ceux des non-MA (Tukey, p = 0,681; p = 1,000; p =
0,801). A 27°C, les lignées MA Ctrl ne différaient toujours pas significativement des non-
MA pour ces trois variables (p = 0,941; p = 0,130; p = 0,999). Par contre, le nombre moyen
de juvéniles par portée tendait a étre plus petit chez les MA Ctrl par rapport aux non-MA

(~24%, correspondant a environ 3,5 juvéniles de moins par portée).

La lignée C14 du groupe MA Ctrl se distinguait particuli¢rement des autres lignées
suite a l'accumulation de mutations (Figure 3). Cette lignée produisait significativement
moins de descendants que la moyenne des isolats non-MA a 18°C (Dunnett's tests, p <
0,001). A 27°C, elle produisait moins de juvéniles, avait un age plus tardif a la maturité et
présentait un fitness moins élevé (respectivement p < 0,001; p < 0,001; p = 0,003). La
lignée C35 avait une taille moyenne de portée plus grande que la moyenne des non-MA a

18°C (p = 0,039; Figure 3).

Les variances génétiques des traits d’histoire de vie différaient entre ces traitements
(Tableau 1). A 18°C, contrairement a ce qui est généralement observé, la variance inter-
lignées était 1égerement plus faible pour les daphnies ayant accumulé des mutations que les
non-MA pour l'dge a la premicre portée (p = 0,029) et la valeur adaptative (p = 0,012).
Toutefois, le groupe MA Ctrl avait une variance génétique significativement plus élevée
que le groupe non-MA pour la taille moyenne de portée a 18°C (p = 0,017) ainsi que pour

l'age a premicre portée et la valeur adaptative a 27°C (respectivement p = 0,001 et p =
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0,003). Ces différences de variances traduisent principalement la présence d'une ou

plusieurs lignées MA Ctrl se distinguant de la moyenne du traitement (C14 et C35).

25 — A(18°C)

O Ctrl non-MA a
A MA Ctrl a
201 m MACu

15

a B(27°C)

ab

Age 1% portée (jours) Taille moyenne de portée

Figure 2 : Traits dhistoire de vie des daphnies issues des
différents traitements évolutifs (non-MA, MA Ctrl et MA Cu;
moyennes *+ erreurs types). Les traits d'histoire de vie ont été
mesurés en conditions thermiques optimale (A) et stressante (B).
Pour chaque combinaison de traits et de conditions thermiques,
les groupes significativement différents entre eux sont identifiés
par des lettres différentes (Tukey HSD).
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Figure 3 : Traits d'histoire de vie (moyenne =+ erreur type) pour chacune des lignées MA de daphnies élevées a 18°C (A, C, E)
et 27°C (B, D, F). Les lignées C14 a C38 ont accumulé des mutations en milieu bénin (MA Ctrl) et les lignées C251 a C300
ont accumulé des mutations en milieu enrichi de cuivre (MA Cu). Les lignes pointillées bleues représentent la moyenne +
l'erreur type des isolats controles non-MA. Une plus grande taille moyenne de portée, une premiere reproduction plus hative
et une valeur adaptative plus grande que la moyenne des controles sont considérées comme des changements ayant des
impacts «bénéfiques» pour les daphnies alors que l'inverse est considéré comme des changements dont les impacts sont
«négatifsy. Les lignées dont la moyenne differe significativement de la moyenne des isolats controles non-MA sont marquées
d'un * (test de Dunnett, p < 0,05).



Tableau 1 : Moyennes + écarts types, variances génétiques (inter-lignées, Vi), coefficients
de variation génétique (CVy) et variances environnementales (intra-lignées, V) des traits
d'histoire de vie des daphnies issues de trois différents traitements évolutifs (non-MA, MA
Ctrl et MA Cu) a 18°C et 27°C.

Temp. Traitement Moyenne + SE VL CVL (%) Ve
non-MA 11,62 +0,17 1,13* 9,14 1,26
18°C MA Ctrl 12,08 £0,18 0,29° 4,48 (1) 2,41°
Age a premiére MA Cu 12,92 +£0,23 1,91”‘b 10,70 2,62%
portée (jours) non-MA 6,90 0,13 0,264* 7,44 1,18
27°C MA Ctrl 6,73 £0,20 2,457%* 23,31 (1) 0,98
MA Cu 7,71 £0,19 1,045%* 13,26 (i) 2,13%
non-MA 22,06 £ 0,64 3,12 8,01 29,91
18°C MA Ctrl 21,97 £ 0,60 14,08** 17,08 (i) 16,06°
Taille moyenne ab
MA Cu 19,46 £ 0,87 48,79%* 35,90 (i) 20,26°
portée
non-MA 14,44 + 0,47 4,78%* 15,14 13,29
(portées 2 a 5)
27°C MA Ctrl 10,99 £ 0,46 11,40* 30,73 6,14°
MA Cu 9,25+ 0,64 27,76%* 56,98 (i) 8,95
18°C non-MA 1,27 £0,02 <0,01 3,14 0,04
MA Ctrl 1,29 £ 0,00 <0,001** 1,37 (1) <0,01*
Valeur MA Cu 1,23 £0,02 <0,01*° 5,53 0,04
adaptative (e") 27°C non-MA 1,50 £ 0,02 <0,01 2,91 0,03
MA Ctrl 1,50 £ 0,02 0,02%* 8,08 (1) <0,01*
MA Cu 1,34 £ 0,04 0,05%® 16,90 (i) 0,07

*Indique une variance inter-lignées significative (ANOVA, p < 0,05).

* Indique une différence significative de ce traitement MA par rapport au traitement non-MA (F-test, p < 0,05)
et la fleche souligne le sens de cette différence.

b Indique une différence significative du traitement MA Cu par rapport au traitement MA Ctrl (F-test, p <
0,05).

1.3.2 Impacts du traitement d'accumulation de mutations en présence de cuivre sur
les traits d'histoire de vie et la valeur adaptative

A 18°C, les MA Cu avaient un age a la premiére reproduction plus tardif que les non-
MA avec une hausse de ~11% de 1'dge a premicre portée (Tukey, p = 0,044; Figure 2A). Un
délai significatif dans 1'age de reproduction des lignées MA Cu était aussi maintenu dans

les quatre portées subséquentes (données non présentées). A 27°C, la taille moyenne des
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portées des MA Cu était significativement inférieure a celle des controle non-MA avec des
portées en moyenne 36% plus petites (p = 0,011, Figure 2B). La valeur adaptative des
lignées MA Cu ne différait pas significativement des non-MA, mais démontrait une légére

tendance a étre plus faible lorsque mesurée a 27°C (~11%, p = 0,093 ; Figure 2B).

Trois des dix lignées MA Cu (C268, C281 et C291) différaient de la moyenne des
non-MA pour plusieurs traits d'histoire de vie (Figure 3). Ces lignées étaient moins
performantes que la moyenne des non-MA, avec notamment une taille moyenne de portée
plus faible a 18 et 27°C (Dunnett's tests, p < 0,001) et, dans certains cas, un délai dans 1'age
a la premicre portée. Ces impacts négatifs se sont traduits par des valeurs adaptatives plus
faibles pour la lignée C291 a 18°C (p < 0,001) et pour ces trois lignées a 27°C
(respectivement p < 0,001; p = 0,045; p < 0,001). A 27°C, la lignée C251 avait également
une taille moyenne de portée plus faible que la moyenne des non-MA (p < 0,001) alors que
la lignée C256 présentait un age a premiere portée plus élevé (p = 0,050). Par rapport aux
moyennes des MA Ctrl, C291 était moins performante pour tous les traits d'histoire de vie,
C268 et C281 avaient une staille moyenne de portée plus faible a 18 et 27°C et C268 avait

une valeur adaptative plus faible a 27°C (Dunnett's tests, p < 0,017).

La variance inter-lignées du traitement MA Cu était généralement plus importante
que celles des traitements non-MA et MA Ctrl (Tableau 1). A 18°C, la variance de ce
groupe était plus importante que celle des MA Ctrl pour les trois traits analysés et plus
¢levée que les non-MA pour la taille moyenne de portée. A 27°C, les lignées MA Cu
présentaient une Vi, plus élevée que les isolats non-MA pour 1'age a premicre portée et la
taille moyenne de portée et une Vi plus élevée que les non-MA et les MA Ctrl pour leur
valeur adaptative. Malgré les différences de Vi entre les groupes MA (Cu et Ctrl) et non-
MA, il est a noter que la composante inter-lignées de la variance était significative pour
tous les traitements, y compris les daphnies non-MA, pour 1'age a la premicre portée et la

taille moyenne de portée (ANOVA, p <0,05).
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1.3.3 Impacts des traitements d'accumulation de mutation sur la plasticité
thermique

Les modeles linéaires mixtes analysés pour tester la variabilité de plasticité entre les
groupes expérimentaux indiquaient que l'environnement thermique avait un effet
significatif (p < 0,001) alors que le traitement n'avait pas d'effet significatif pour aucune des
variables analysées (p = 0,166 pour taille moyenne de portée; p = 0,065 pour age a
premicre portée et p = 0,091 pour valeur adaptative). Lorsque les traits phénotypiques
¢taient mesurés a température élevée, les daphnies de tous les traitements évolutifs avaient
en moyenne un age de reproduction plus précoce, une taille moyenne de portée plus petite
et un indice de valeur adaptative plus élevé que celles testées aux conditions réguliéres
d'¢levage a 18°C. Des corrélations génétiques fortes et significatives entre les moyennes
des lignées MA Cu aux deux températures ont ét€¢ mesurées pour les trois traits (Tableau 2).
Au sein du traitement MA Ctrl, une corrélation significative entre environnements était
détectée entre les lignées pour la valeur adaptative uniquement. Les isolats non-MA
n'affichaient pas de corrélation génétique significative entre les environnements. Cette
absence de corrélation coincide avec I'observation visuelle d'une plus grande occurrence de
changements de rangs des génotypes entre les environnements pour ce groupe que pour les

traitements MA.

L'interaction G x E entre I'environnement thermique et le traitement évolutif n'était
pas significative pour I'dge a premicre portée (p = 0,104). En effet, les pentes descendantes
sont similaires dans les trois groupes pour cette variable (Figure 4). Les traitements
évolutifs avaient par contre un impact sur la réponse plastique de la taille moyenne de
portée et la valeur adaptative des daphnies face a un stress thermique (interactions G x E
significatives, p < 0,001; p = 0,007; Figure SFigure 6). Pour la taille moyenne de portée, la
différence significative d'interaction G x E entre les traitements évolutifs se traduit par des
normes de réactions plus marquées pour les traitements MA que le controle non-MA,
indiquant une réponse plus négative de cette variable au stress thermique pour les

génotypes ayant accumulé des mutations (Figure 5). Dans le cas de la valeur adaptative, les
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réponses plastiques des lignées MA sont plus variables que celles des controle non-MA,
particulierement au sein du traitement MA Cu (Figure 6). Pour cette variable, les deux
traitements MA ont d'ailleurs une interaction entre les lignées et la température significative
contrairement au traitement non-MA (Tableau 3). Dans les lignées MA Ctrl, la lignée C14
se distingue avec une pente descendante indiquant une perte de valeur adaptative marquée
en réponse a la température élevée par rapport aux autres lignées. Dans le traitement MA
Cu, huit des dix lignées ont des pentes ascendantes, mais l'inclinaison de ces pentes est plus
variable, indiquant aussi une réponse plastique plus variable entre les génotypes. De plus,
deux des lignées (C291 et C268) sont davantage affectées négativement par le stress

thermique et ont des pentes descendantes.

Tableau 2 : Corrélations génétiques entre les deux environnements
thermiques (18°C et 27°C). Les résultats sont présentés comme le
coefficient de corrélation de Spearman entre les moyennes des lignées
ou isolats pour chaque traitement évolutif. Les corrélations
significatives sont en gris dans le tableau.

Age a premiére Taille moyenne de Valeur adaptative
portée portée (portées22a5) (e
Ctrl non-MA 0,207 (p = 0,567) 0,442 (p = 0,204) 0,527 (p = 0,123)
MA Ctrl 0,113 (p=0,755) 0,212 (p = 0,560) 0,661 (p = 0,044)

MA Cu 0,689 (p = 0,028) 0,891 (p=0,001) 0,927 (p <0,001)
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Figure 4 : Plasticité thermique de 1'age moyen a la premiére portée des
isolats non-MA et des lignées MA. Les moyennes (n = 8) de chaque
isolat ou lignée a 18°C et 27°C sont présentées et reliées entre elles
par des lignes distinctes. Les barres d'erreurs ont été retirées afin de
faciliter la lecture.
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Figure 5 : Plasticité thermique de la taille moyenne de portée (portée 2 a
5) des isolats non-MA et des lignées MA. Les moyennes (n = 8) de
chaque isolat ou lignée a 18°C et 27°C sont présentées et reliées entre
elles par des lignes distinctes. Les barres d'erreurs ont été retirées afin de
faciliter la lecture.
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Figure 6 : Plasticité thermique de la valeur adaptative des isolats non-
MA et des lignées MA. Les moyennes (n = 8) de chaque isolat ou
lignée a 18°C et 27°C sont présentées et reliées entre elles par des
lignes distinctes. Les barres d'erreurs ont été retirées afin de faciliter la
lecture.
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Tableau 3 : Valeurs de p des analyses de plasticité¢ thermique des traits
d'histoire de vie des lignées a l'intérieur de chacun des traitements évolutifs.
Une interaction significative (p < 0,05) indique des différences entre les
réponses plastiques des lignées d'un traitement. Les résultats du F-test
(valeurs de p) indiquent si les variances inter-lignées entre les deux
températures sont significativement différentes (p < 0,05) ou non pour
chaque variable de chaque traitement évolutif.

ANOVA F-TEST
Traitement
Temp. Lignée GxE V. (18-27°C)

) Ctrlnon-MA  <0,001  <0,001 <0,001 0,021
Agedpremiere vy o <0,001  <0,001 <0,001 0,002
portée

MA Cu <0,001  <0,001 0,158 0,191

. Ctrlnon-MA  <0,001  <0,001 0,361 0,268

Taille moyenne
portée (portées 2 MA Ctrl <0,001  <0,001 0,183 0,379
as) MA Cu <0,001  <0,001 0,028 0,207

Ctrlnon-MA  <0,001 0,014 0,958 0,393
Valeur MA Ctrl <0,001  <0,001 <0,001 <0,001
adaptative (e')

MA Cu <0,001  <0,001 0,027 <0,001

14 DISCUSSION

1.4.1 Effets phénotypiques des mutations accumulées en milieu bénin

Une hausse de la variance phénotypique est généralement attendue dans les
expériences d'accumulation de mutations parce que de nouvelles mutations peuvent se
déposer de fagon indépendante dans les différentes lignées (Latta et al. 2015). Les variances
des lignées MA Ctrl étaient généralement significatives, mais une hausse de la Vi par
rapport au groupe controle n'était observée que pour certaines combinaisons de traits et

d'environnements. La nature du contréle utilisé explique la difficulté a détecter la hausse de
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variance mutationnelle au sein des lignées MA. Les daphnies utilisées comme contrdle non-
MA étaient issues d'un traitement laissant agir la sélection plutot que de clones d'un ancétre
commun comme c'est souvent le cas dans les expériences d'accumulation de mutations.
Dans un tel contréle avec sélection, les mutations délétéres peuvent étre éliminées, alors
que les rares mutations bénéfiques ou les mutations neutres dans les conditions d'élevage
peuvent étre conservées. Des analyses génomiques réalisées précédemment sur les lignées
MA et les daphnies controles utilisées ici avaient effectivement montré des évidences de
sélection purifiante dans le groupe non-MA (Flynn et al. 2017). Ces mémes analyses
avaient aussi révélé une diversité génétique significative au sein de la population controle
non-MA. Selon Flynn ef al. (2017), cette diversité génétique aurait ét¢é maintenue au sein
du contrdle non-MA par sélection équilibrante. Ce patron génétique concorde avec le fait
que les traits phénotypiques du groupe non-MA présentaient une plus grande variabilité que
ce qui est généralement attendu, du moins dans les cas ou des contrdles ayant conservé le
génotype ancestral sont utilisés (par exemple dans Baer et al. 2005). La capacité limitée a
mesurer une hausse de la variance mutationnelle par rapport au contrdle ne signifie donc
pas qu'il n'y a pas eu hausse de la variabilité génétique des lignées par rapport au génotype
ancestral. La présence de lignées (par exemple C14 et C35) se distinguant significativement
de la moyenne du contréle non-MA malgré la grande variabilité de ce-dernier appuie la

présence d'une hausse de la variance mutationnelle générée dans les lignées.

Contrairement a ce qui était attendu, 1'accumulation de mutations ne s'est pas traduite
par une réduction significative de la valeur moyenne des traits phénotypiques étudiés chez
les MA Ctrl par rapport au contréle non-MA, ni en conditions optimales, ni en conditions
stressantes. La difficulté a détecter des effets des mutations spontanées n'est pas
exceptionnelle et plusieurs études de lignées MA n'ont pas observé de baisse de valeur
adaptative suite a I'accumulation de mutations (Shaw, Byers, et Darmo 2000; Krasovec et
al. 2016). Deux raisons principales ont ét¢ invoquées par ces études pour expliquer
l'incapacité des données a révéler un effet mutationnel sur les moyennes des lignées.
Premiérement, cela pourrait étre di @ un taux de mutations trés faible (Krasovec et al.

2016). Cette hypothése n'est pas fortement supportée par le taux de mutations nucléotidique
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(n) des lignées de daphnies utilisées pour cette étude qui a été estimé par s€quengage a 2,3
x 10 /génération (Flynn et al. 2017). Des taux de mutations de cet ordre de grandeur ont
déja été associés a des déclins de la valeur adaptative moyenne chez des lignées
d'accumulation de mutations de Caenorhabditis elegans (Denver et al. 2009; Baer et al.
2006) et Drosophila melanogaster (Keightley et al. 2009; Schrider et al. 2013; Fry et al.
1999). Deuxiemement, une absence d'effets phénotypiques par rapport au controle non-MA
pourrait aussi s'observer si les mutations accumulées sont sans effet (neutres) sur les traits
mesurés ou encore ont des effets trop faibles pour étre décelés (Shaw, Byers, et Darmo
2000). Pour les traits étudiés, la quasi absence de lignées MA se distinguant
significativement de l'éventail des phénotypes observés au sein du groupe controle soumis a
la sélection (exceptions faites de C35 et C14) suggere que la majorité des effets cumulés
des mutations spontanées étaient effectivement soit neutres ou suffisamment faibles pour
étre invisibles a la sélection purifiante, au moins en conditions bénignes. Certaines
¢vidences tendent toutefois a réfuter I'hypothése des mutations neutres. Une diminution non
statistiquement significative mais biologiquement non négligeable de la taille moyenne de
portée des daphnies MA Ctrl était observée a 27°C (~3,5 juvéniles par portée). Ceci
suggere que les lignées MA Ctrl ont accumulé des mutations ayant des effets trés
légeérement déléteres au moins pour cette variable. Le déclin mutationnel pour ce trait est
d'ailleurs du méme ordre de grandeur (autour de 0,1 - 0,2% par génération) que ce qui a été
rapporté pour d'autres espeéces soumises a des traitements d'accumulation de mutations (par
exemple Vassilieva et al. 2000; Fry et al. 1999). De plus, une des dix lignées étudiées
(C14) présentait un déclin phénotypique important et significatif au niveau de tous les traits
mesurés, au moins a 27°C. Les résultats de la présente étude sont donc semblables a ceux
d’un grand nombre d’études sur des lignées MA qui ont montré que la majorité des
mutations non neutres avaient des effets 1égérement déléteres (Lynch et al. 1998;
Vassilieva, Hook, et Lynch 2000; Baer et al. 2006; Shabalina, Yampolsky, et Kondrashov
1997; Fry et al. 1999; Schultz, Lynch, et Willis 1999). La variabilité importante entre les

isolats du traitement contrdle pourrait expliquer le manque de résolution des analyses



49

statistiques a déceler un effet mutationnel par rapport a la majorit¢ des études

d'accumulation de mutations qui utilisent des contrdles ancestraux peu variables.

1.4.2 Effets phénotypiques des mutations accumulées en présence de cuivre

Tel qu’attendu, les lignées ayant accumulé des mutations en présence de Cu
montraient davantage d'impacts phénotypiques négatifs par rapport au groupe controle que
les lignées MA ¢levées en milieu bénin. Ce déclin des traits phénotypiques était significatif
pour 1'dge a premiére portée a 18°C et pour la taille moyenne de portée a 27°C. De plus,
cinq des dix lignées MA Cu montraient un phénotype plus faible que la moyenne du groupe
controle pour au moins une combinaison de trait et d'environnement et trois de ces lignées
avaient des phénotypes fortement diminués pour tous les traits mesurés. C'est environ le
triple de ce qui était observé dans les lignées MA Ctrl. Ces changements indiquent que
l'exposition a des concentrations environnementales de cuivre peut accentuer I'ampleur des

effets phénotypiques des mutations spontanées se fixant dans les populations.

Les impacts négatifs observés sur le phénotype des lignées MA Cu pourraient avoir
été générés parce que le cuivre cause —directement ou indirectement— une hausse globale du
taux de mutations nucléotidique venant gonfler la charge mutationnelle. Il se pourrait
¢galement que le cuivre favorise l'apparition de certains types de mutations avec des effets
déléteres individuels plus importants. Les résultats de la présente étude ne permettent pas
d'établir une corrélation entre les effets phénotypiques et le taux ou le type de mutations.
Toutefois, le paralléle entre nos résultats phénotypiques et les données génomiques
recueillies précédemment sur les mémes lignées par Chain et al. (2018) suggere que la
hausse du taux d'un type spécifique de mutations, les CNVs (copy-number variations, c'est-
a-dire des duplications, délétions ou insertions de larges séquences d'ADN), pourrait
expliquer en partie les différences phénotypiques observées entre les MA Ctrl et les MA Cu
par rapport au controle non-MA. Les travaux de Chain ef al. (2018) ont en effet montré que

les lignées Cu avaient des contenus de CNVs plus élevés que les isolats non-MA et plus de
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larges délétions que les lignées MA Citrl. Cette différence est essentiellement ce qui
distinguait les patrons d'accumulation de mutations des deux traitements MA puisque leurs
taux de mutations pour les SNMs (mutations d'un seul nucléotide) et INDELSs (insertions ou
délétions de courtes séquences d'ADN) n'étaient pas significativement différents. Trois des
quatre lignées sur lesquelles des CNVs ont été détectés par Chain et al. (2018) ressortent
¢galement dans notre étude comme ayant un phénotype plus faible que la moyenne des
controles pour au moins un trait analysé¢ (C251, C281, C291). De fagon notable, la lignée
C291 est a la fois la lignée qui montre le plus souvent une différence phénotypique et la
seule pour laquelle des délétions homozygotes au niveau de génes ont été identifiées. Parmi
les lignées qui se démarquent par une baisse de valeur adaptative on retrouve ¢galement la
lignée Cu C268 qui ne figurait pas dans I'échantillon de Chain ef al. (2018) et la lignée Ctrl
C14 qui, elle, n'avait pas de CNVs apres environ 100 générations. Il ne peut toutefois pas
étre exclu que cette lignée ait pu subir une ou des délétions ou duplications de larges
séquences au cours de la vingtaine de générations séparant ce moment et les tests
phénotypiques. Les CNVs ont déja été identifiées comme des mutations d'intérét dans
I'étude des effets mutagénes des contaminants environnementaux en raison de leurs
contributions reconnues a de nombreuses pathologies humaines et de la propension de
plusieurs polluants a causer des Iésions a 'ADN pouvant mener a leur formation (Singer et
Yauk 2010). La relation entre les CNVs et le déclin des traits d'histoire de vie des lignées

MA exposées au cuivre mériterait d'étre investigué davantage.

Alors que plusieurs évidences pointent vers un role potentiel des CNVs dans les
effets phénotypiques observés, celui des mutations de type SNMs ou INDELs est moins
clair. Les daphnies issues des lignées MA Cu et MA Ctrl avaient généralement accumulé
plus des mutations de type SNMs ou INDELSs que les daphnies isolées du contréle non-MA
(Flynn et al. 2017; Chain et al. 2018). Toutefois, 1'absence de différence significative entre
les groupes non-MA et MA Ctrl suggére que I'accumulation de ces mutations dans les
lignées MA Ctrl n'a effectivement généré que peu ou pas d'effets phénotypiques. Ce type de
mutations pourrait donc n'avoir qu'un impact limité sur les traits phénotypiques des

daphnies étudiées. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Kraemer et al. (2017)
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qui observaient une corrélation entre le nombre total de mutations et les effets
phénotypiques, mais aucune corrélation entre les mutations de type SNMs ou INDELs et

ces effets.

Nos résultats et ceux de Chain et al. (2018) appuient I'hypotheése selon laquelle
l'exposition a des contaminants environnementaux tels que le cuivre peut affecter
négativement la valeur adaptative des populations en augmentant le taux de mutations
déléteres (Baer et al. 2006; Ribeiro et Lopes 2013). Toutefois, les effets phénotypiques
enregistrés dans les lignées MA Cu pourraient étre essentiellement imputables a quelques
mutations de plus larges effets. La hausse des effets mutationnels observée lorsque
I'environnement est enrichi de cuivre pourrait donc étre largement expliquée par un
changement dans le type de mutations induites favorisant certaines mutations plus délétéres
et non uniquement par une hausse générale du taux de mutations nucléotidiques. La
distinction entre ces patrons de mutations est importante puisqu'ils ont des conséquences
évolutives possiblement trés différentes. Par exemple, si seules quelques mutations
expliquent la majorité de la variation phénotypique observée entre les lignées MA Cu, la
sélection purifiante contre ces mutations sera facilitée (Vassilieva, Hook, et Lynch 2000;
Eyre-Walker et Keightley 2007; Schrider et al. 2013). De plus, si les principaux effets
mutationnels héréditaires des polluants environnementaux sont principalement causés par
des changements dans les patrons de mutations et non dans le taux global de mutations
nucléotidiques, cela remet en question la pertinence de certaines approches se basant sur
des mutations dans des régions non-codantes (ex: minisatellites) comme estimateurs des
impacts de I'exposition a des contaminants environnementaux sur la valeur adaptative des

populations naturelles (par exemple Yauk et al. 2000).

1.4.3 Effets du stress thermique sur 1'expression phénotypique des mutations

Afin d'estimer les effets phénotypiques des mutations spontanées de fagon plus

complete et de tenir compte de la variabilité environnementale de ces effets, les traits
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d'histoire de vie ont ét¢ mesurés a la fois en conditions thermiques optimale et stressante.
La présence d'interactions significatives entre le traitement évolutif et I'environnement
thermique pour la taille de portée et de valeur adaptative indique que certains effets
mutationnels dépendaient de l'environnement thermique. Tel que prédit, pour ces deux
traits, le principal effet de 1'exposition a un stress était I'exacerbation des effets délétéres
cumulés des mutations spontanées. De nombreux travaux sur des lignées d'accumulation de
mutations ont également montré une telle tendance des environnements stressants a
exacerber les effets phénotypiques des mutations déléteres (Kondrashov et Houle 1994;
Shabalina, Yampolsky, et Kondrashov 1997; Vassilieva, Hook, et Lynch 2000; Szafraniec,
Borts, et Korona 2001) et méme a révéler des effets mutationnels invisibles en conditions
standards (Krasovec et al. 2016). Dans notre étude, la hausse thermique a permis de
détecter davantage d'effets phénotypiques délétéres des nouvelles mutations sur la taille
moyenne de portée, autant chez les lignées MA Ctrl que MA Cu. Dans les deux traitements,
l'exposition au stress thermique se traduisait de fagon similaire par une augmentation du
taux de déclin mutationnel d'environ 24%. Dans le cas de l'indice composite de valeur
adaptative (¢"), les conditions environnementales stressantes amplifiaient davantage les
effets mutationnels déléteres observés chez certaines lignées MA Ctrl et MA Cu. Ceci se
traduisait par une hausse significative de la variance génétique a 27°C ce qui est attendu
dans les conditions environnementales permettant de révéler davantage d'effets

mutationnels (Krasovec et al. 2016).

Alternativement, pour 1'age a premiere portée, 1'impact de la hausse de température
¢était proportionnel pour tous les traitements (interaction GXE non significative). De
manicre générale le stress thermique n'engendrait donc pas d'augmentation des effets
mutationnels négatifs observés pour cette variable dans le traitement MA Cu, ni ne
permettait de révéler des mutations cryptiques agissant sur ce trait dans le traitement MA
Ctrl. Notons toutefois 1'exception apparente de la lignée C14 dont le retard 1éger pour 1'age
a maturit¢ a 18°C était fortement amplifi¢ a 27°C. L'absence de différences entre les
réponses plastiques des traitements MA et non-MA pour cette variable va dans le sens des

¢tudes antérieures qui n'avaient pas détecté d'évidences d'une influence négative du stress
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environnemental sur 'effet cumulatif des nouvelles mutations (Fry & Heinsohn 2002; Baer
et al. 2006; Kraemer et al. 2017). Aussi, si nos résultats montrent que les effets des
mutations délétéres sont effectivement généralement amplifiés en conditions stressantes, ils
appuient également les conclusions d'études plus récentes qui montrent que la dépendance
environnementale de l'expression phénotypique des mutations est plus complexe que ce qui
¢était précédemment considéré. Ces études montrent que l'accumulation de mutations
entraine des réponses plastiques variables d'un environnement a l'autre (Elena et Visser
2003) et d'un trait phénotypique a l'autre, notamment en fonction de l'architecture

génomique de ces traits (Latta et al. 2015).

Ces résultats soulignent I’importance de tester les effets mutationnels dans plusieurs
conditions environnementales pour obtenir un portrait plus complet des impacts des
traitements d'accumulation de mutations. Ces résultats sont également intéressants en ce
qu'ils révelent sur les effets des mutations spontanées sur la plasticité des traits d'histoire de
vie. Dans un premier temps ils confirment les résultats d'une étude antérieure en montrant
que les mutations spontanées peuvent affecter la plasticité thermique des daphnies (Latta et
al. 2015). De plus, en regard aux différences observables entre les normes de réactions des
deux traitements MA pour la valeur adaptative (¢), il apparait que les nouvelles mutations
affecteraient davantage la réponse plastique dans les lignées MA Cu que MA Ctrl. Ces
impacts des mutations induites en présence de cuivre pourraient avoir des implications
biologiques et évolutives non négligeables puisque la plasticité de la valeur adaptative est
particulierement importante pour déterminer comment les populations pourront s'adapter a

des changements environnementaux.

L'amplification des effets mutationnels a haute température rapportée ici pourrait étre
expliquée par une modification de I'effet moyen des mutations délétéres et/ou parce que des
mutations cryptiques sont révélées uniquement dans certaines conditions (Vassilieva, Hook,
et Lynch 2000; Kraemer et al. 2017). Pour le traitement MA Ctrl, la faible corrélation
génétique non significative entre les environnements thermiques pour la taille moyenne de

portée ne permet pas de conclure que les mémes mutations expliquent la distribution des
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phénotypes dans les deux environnements. De plus, 1'absence de hausse de variation inter-
lignée a 27°C pour cette variable suggere que le léger déclin mutationnel observé a cette
température serait davantage imputable a la révélation d'un grand nombre de mutations de
petits effets. Dans le cas des lignées MA Cu par contre, la forte corrélation génétique entre
les environnements thermiques pour tous les traits étudiés suggére qu'une proportion
significative des mutations accumulées dans les lignées s'exprime dans les deux
environnements testés. La hausse thermique exacerberait donc surtout les effets moyens des
mutations plutét que de révéler des mutations cryptiques. Selon la théorie de la charge
mutationnelle, de telles mutations d'effets inconditionnellement délétéres dont 1'amplitude
dépend du contexte environnemental pourraient s'accumuler plus promptement dans les
populations sous I'effet de la dérive génétique (Lynch, Conery, et Burger 1995a). A long
terme, si ce type de mutations représente une proportion importante des nouvelles
mutations, leur accumulation pourrait avoir des impacts négatifs sur la valeur adaptative ou
la capacité d'adaptation des populations. Les impacts plus négatifs des mutations
accumulées en présence de cuivre sur la plasticité thermique de la valeur adaptative
suggerent que l'exposition a des concentrations environnementales de ce métal lourd
pourrait favoriser ce type de conséquences évolutives en limitant la capacité évolutive des

populations face a certains changements environnementaux.

Certaines caractéristiques des réponses plastiques des lignées MA Cu pourraient par
ailleurs faciliter 'action de la sélection purifiante et venir atténuer leurs conséquences
évolutives a long terme. Premic¢rement, 1'exposition aux conditions stressantes engendrait
une plus grande expression de variation inter-lignées au niveau de la valeur adaptative (e')
au sein du traitement MA Cu (Figure 6). Cette caractéristique pourrait atténuer les impacts
négatifs du cuivre sur I'accumulation de mutations en accélérant le taux d'élimination des
alleles déléteres par sélection dans certaines conditions environnementales (Remold et
Lenski 2001; Latta et al. 2015). Deuxiémement, 1'action de la sélection purifiante pourrait
étre d'autant plus efficace contre les mutations induites en présence de Cu si le déclin
phénotypique observé a 27°C est induit principalement par 'exacerbation des effets de

quelques mutations de large effet, selon I'hypothése du réle des CNVs. La hausse
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importante de la variation inter-lignée entre les deux températures et la corrélation entre les
environnements sont compatibles avec cette hypothése, au moins pour les lignées affichant
les phénotypes les plus délétéres et variables entre les environnements (Shabalina,

Yampolsky, et Kondrashov 1997; Remold et Lenski 2001).

1.4.4 Conclusions

Les effets phénotypiques des mutations spontanées ont rarement été mesurés en
tenant compte des impacts de l'exposition a des stress a la fois sur l'accumulation et
I'expression des mutations (mais voir Matsuba et al. 2012). Notre étude est, a notre
connaissance, la premiére a avoir mesuré directement les effets phénotypiques d'une hausse
du taux de mutations induite par un contaminant environnemental. Nos résultats montrent
que (1) les nouvelles mutations déposées dans les lignées MA Ctrl et MA Cu ont des effets
phénotypiques cumulés plus ou moins délétéres, (2) que certains de ces effets
phénotypiques sont amplifiés en conditions thermiques plus stressantes et que (3)
l'exposition au cuivre géneére une plus importante charge mutationnelle chez les daphnies
soumises a l'accumulation de mutations que ce qui est retrouvé en milieu bénin. Les
impacts de l'exposition au cuivre sur les patrons de mutations se traduisent par des
réductions des moyennes des traits d'histoire de vie, mais également par des changements
dans la plasticité¢ thermique des daphnies. Davantage de travaux sont nécessaires pour
déterminer si I'augmentation du déclin phénotypique observée suite a I'exposition au cuivre
est causée par les effets cumulés d'un grand nombre de mutations trés 1égérement délétéres
ou, comme plusieurs évidences le suggerent, s'il est essentiellement imputable a quelques

mutations de plus grand effet, telles que des CNVs affectant des régions codantes.

Nos résultats soulignent le besoin de tenir compte de la dépendance
environnementale des effets mutationnels pour bien comprendre les implications des
mutations spontanées sur l'évolution des populations naturelles. De plus, pour mieux

comprendre les conséquences évolutives de l'exposition aux contaminants
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environnementaux comme le cuivre, il apparait essentiel de mieux caractériser les relations
entre les effets observés sur les traits liés a la valeur adaptative et les patrons de mutations

caractéristiques induits en présence de ces contaminants.



CHAPITRE 2
EFFETS DES MUTATIONS SPONTANEES SUR LES FONCTIONS
MITOCHONDRIALES DE DAPHNIA PULEX ELEVEES EN MILIEUX BENIN ET
CONTAMINE AU CUIVRE

2.1 INTRODUCTION

En tant que source ultime de variation génétique, les mutations spontanées représentent
une force évolutive importante. Il est reconnu que les mutations légerement délétéres peuvent
s'accumuler dans les populations et causer une diminution de la valeur adaptative moyenne des
organismes (Halligan et Keightley 2009). Au niveau des populations, l'accumulation de
mutations influencerait notamment le niveau de variation génétique disponible pour les traits
liés a la valeur adaptative et pourrait exacerber l'amplitude de la dépression consanguine et
augmenter les risques d'extinction des petites populations (Lynch, Conery, et Burger 1995a;
Lynch et al. 1999; Houle 1998; Charlesworth et Charlesworth 1999). L'importance relative des
mutations dans 1'évolution des populations dépend de la fréquence a laquelle celles-ci se
déposent dans les génomes, mais aussi de la distribution de leurs effets phénotypiques. Les
effets des mutations spontanées ont surtout ét¢ mesurés sur des traits complexes liés a la valeur
adaptative. Peu de données sont disponibles sur les mutations qui affectent les traits

physiologiques et qui peuvent fournir un lien mécanistique entre génotype et phénotype.

En raison du role primordial des mitochondries, les mutations affectant les fonctions de
ces organites pourraient avoir des conséquences particuliérement marquées sur la santé et la
survie des populations (Lynch 2007; Dowling, Friberg, et Lindell 2008). Les mitochondries
assurent plusieurs fonctions cellulaires essentielles, dont la production d'ATP par
phosphorylation oxydative (OXPHOS). Le processus d'OXPHOS est assuré par les complexes

respiratoires (complexes I a IV et complexes auxiliaires) du systéme de transport des électrons
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(STE) et par I'ATP synthase (aussi appelée complexe V). Les complexes du STE sont aussi une
source trés importante d'espéces réactives de l'oxygene (ERO) qui jouent des roles cruciaux
dans la signalisation cellulaire, mais qui peuvent aussi endommager les biomolécules
lorsqu'elles sont trop abondantes (Turrens 2003; Sena et Chandel 2012; Lenaz 2012). Les effets
de mutations spécifiques affectant les mitochondries ont souvent été associés a des impacts
déléteres sur des traits d'histoire de vie tels que la fertilité et la survie des organismes (Ballard et
al. 2007; Howe et Denver 2008; Estes et al. 2011). De plus, il apparait particulicrement
important de bien comprendre l'impact des mutations spontanées sur ces organites puisque
plusieurs lignes d'évidence théoriques et empiriques suggerent que le processus d'accumulation
de mutations serait particulierement important dans I'ADN mitochondrial (ADNmt) (Cortopassi

2002; Neiman et Taylor 2009; Howe et Denver 2008).

Les complexes mitochondriaux sont codés en partie par les génes mitochondriaux et en
partie par des geénes nucléaires. Des mutations autant dans I'ADNmt que dans I'ADN nucléaire
(ADNn) peuvent donc affecter les fonctions mitochondriales et le bon fonctionnement de ces
organites dépend de la coordination entre ces deux génomes qui ont des dynamiques évolutives
tres différentes. Par rapport a I'ADNn, I'ADNmt présente un taux de mutations élevé (Denver et
al. 2000; Haag-Liautard et al. 2008; Xu et al. 2012). Cette plus grande susceptibilité aux
mutations serait notamment expliquée par I'environnement plus mutagéne de I'ADNmt qui se
trouve ancré dans la membrane mitochondriale a proximité du STE. D'autres facteurs comme
des mécanismes de réparation plus limités dans la mitochondrie que dans le noyau, l'absence de
protéines protectrices de types histones ainsi qu'un systéme de réplication plus prompt aux
erreurs ont également été invoqués (Rand 2001; Ballard et Melvin 2010; Lee et Wei 2005;
Larsen et al. 2005; Reyes et al. 1982). De plus, I'ADNmt aurait une capacité limitée a éliminer
les mutations héréditaires en raison de son mode de transmission uni-parental caractérisé¢ par
une quasi-absence de recombinaison et par la présence d'un important goulot d'étranglement qui
diminuerait sa taille effective de population et, conséquemment, 1'efficacité de la sélection
contre les mutations légérement délétéres (Castellana et al. 2011; Rand 2001; Stewart et al.
2008). Suivant la synergie entre ces caractéristiques évolutives, il a été suggéré que I'"ADNmt

serait vulnérable a I'accumulation de mutations et aux effets négatifs du cliquet de Miiller
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(Lynch 2007; Cortopassi 2002; Neiman et Taylor 2009). Selon cette théorie, les populations de
petites tailles ou asexuées seraient condamnées a un déclin mutationnel puisqu'elles ne peuvent
reconstituer un génome avec moins de mutations. L'accumulation inexorable de mutations
légérement délétéres dans ces populations affecterait leur valeur adaptative et pourrait
ultimement causer leur extinction par effondrement mutationnel. Toutefois, plusieurs lignes
d'évidences pointent vers des effets non négligeables de la sélection sur I'évolution du génome
mitochondrial qui lui permettraient d'alléger le taux d'accumulation de mutations et expliquerait
comment ce génome réussit a éviter l'effondrement mutationnel prédit. Plusieurs auteurs
soutiennent que les mémes caractéristiques des mitochondries qui favorisent l'action de la
dérive en restreignant la taille de population effective pourraient plutot favoriser la sélection
purifiante a différents niveaux d'organisation, par exemple entre les lignées germinales ou entre
les molécules dADNmt au sein d'une cellule (Rand 2001; Christie et Beekman 2016). Des
¢tudes ont montré que les mutations avec des effets phénotypiques importants pouvaient
effectivement étre éliminées dans le processus de transmission de 'ADNmt (Fan ef al. 2008;
Stewart et al. 2008). La signature génétique de la sélection purifiante a également été observée
au niveau de populations naturelles dont le nombre de mutations déléteéres était inférieur a ce
qui était attendu en fonction des taux de mutations estimés en conditions expérimentales
(Denver et al. 2000). Il a méme été avancé que 1'évolution de 'ADNmt pourrait étre sujette a de
la sélection positive récurrente permettant d'éliminer en bloc plusieurs mutations 1égérement
déléteres selon le processus décrit par la théorie de la genetic draft (Bazin, Glémin, et Galtier
2006; Gillespie 2000). Malgré tout, des études montrent que des mutations mitochondriales
ayant des effets phénotypiques importants peuvent échapper a ces processus de sélection (Fan et
al. 2008; Shoubridge et Wai 2007; Wai, Teoli, et Shoubridge 2008; Neiman et Taylor 2009;
Loewe 2006). Le role relatif de I'accumulation de mutations dans 1'évolution de ces organites

reste donc une question controversée biologie.

La résolution de cette question et la compréhension de ses conséquences sur la valeur
adaptative des organismes nécessitent de bien connaitre la distribution des effets de ces
mutations. Les effets délétéres de mutations spécifiques sur des génes codants pour les

mitochondries ont été largement démontrés en lien avec des pathologies humaines (Wallace
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1999; Schon, DiMauro, et Hirano 2012; Greaves et al. 2012; Verkaart et al. 2007; Dowling
2014). Quelques ¢tudes sur des organismes modeles mutés ont également permis de tester les
effets proximaux de mutations de larges effets sur des geénes liés au STE (Hicks et al. 2012;
Dingley et al. 2010; Leung et al. 2013; Kujoth et al. 2005). Les principaux effets répertoriés
incluent des diminutions du potentiel membranaire, des activités des complexes du STE et de la
concentration en ATP ainsi que des hausses de production d'ERO. Toutefois de telles mutations
avec des coefficients de sélection importants ne sont pas susceptibles d'étre maintenues dans des
populations soumises a la sélection et les effets des mutations spontanées plus 1égeres pouvant
s'accumuler dans les populations naturelles restent largement méconnus. Il est
traditionnellement assumé que la majorité de ces mutations ont des effets 1égerement déléteres
(Rand 2001; Denver et al. 2000; Melvin et Ballard 2017). Ces effets sont par contre difficiles a
quantifier de facon directe et ce n’est que récemment que plusieurs d'études ont réussi a mesurer
les effets de la variation génétique naturelle des génes liés au STE sur les fonctions
mitochondriales (Moreno-Loshuertos et al. 2006; Pichaud et al. 2011; Correa et al. 2012;
Ballard et Melvin 2011). Des effets déléteres de mutations naturelles spécifiques de génes liés
au STE ont ét¢ observés sur la capacité catalytique des complexes mitochondriaux, la
production d'ERO et la survie des organismes. Il ressort aussi de ces études que les effets
phénotypiques des mutations mitochondriales sont variables et fortement dépendants des
conditions environnementales, suggérant qu'au moins une partie des mutations s'accumulant
dans les génomes mitochondriaux pourraient étre au moins conditionnellement bénéfiques
(Ballard et Pichaud 2014). Les effets phénotypiques des mutations affectant les genes
mitochondriaux ou nucléaires liés aux fonctions mitochondriales sont d'autant plus complexes a
estimer qu'ils sont atténués par de nombreux processus (résumé dans Ballard et Melvin 2010).
Une diminution de la capacit¢ d'OXPHOS induite par des mutations pourrait ainsi étre
compensées entre autres par une hausse du nombre de mitochondries, de complexes du STE ou

de copies d'ADNmt.

L'approche expérimentale des lignées d'accumulation de mutations (lignées MA) s'est
montrée efficace pour estimer les effets phénotypiques spécifiques des mutations spontanées et

ainsi contribuer a distinguer leurs impacts de ceux des autres forces évolutives (Keightley et
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Halligan 2009). Le principe de ces expériences est de permettre a la grande majorité des
mutations non délétéres de se transmettre dans les génomes de lignées maintenues a des tailles
de populations effectives réduites au maximum (N.~1 ou 2) afin d'éliminer pratiquement toute
action de la sélection. En regard au role des mutations sur I'évolution mitochondriale, une étude
sur des lignées MA a permis de montrer une correspondance entre 1'accumulation de mutations
dans I'ADNmt et des impacts sur des traits d'histoire de vie (Denver et al. 2000). De plus,
l'accumulation de mutations se traduirait par une hausse du niveau d'ERO (Joyner-Matos et al.
2013). Par contre, a notre connaissance, les impacts des mutations spontanées héréditaires sur
les fonctions mitochondriales n'ont encore jamais ét¢ directement testés. Afin de contribuer a
mieux comprendre l'importance de I'accumulation de mutations dans 1'évolution des
mitochondries, mon étude propose de tester les effets des mutations spontanées sur les fonctions
mitochondriales de Daphnia pulex. Pour ce faire, la capacité de respiration mitochondriale de
lignées de daphnies ayant accumulé des mutations pendant plus de 120 générations a été
comparée a celle de daphnies contrdles élevées en milieu compétitif. Afin de vérifier si les
effets des mutations spontanées sur les fonctions mitochondriales générent une réponse

compensatoire, la concentration relative en ADNmt a été mesurée.

Les lignées de daphnies utilisées dans cette étude proviennent de deux traitements
d'accumulation de mutations: certaines ont été élevées en milieu bénin alors que d'autres ont été
¢levées en milieu enrichi de cuivre (40 ug/L). Un autre objectif de cette étude sera donc de
comparer les effets de 1'accumulation de mutation en milieu bénin et en milieu contaminé au
cuivre (Cu). Le cuivre est un métal naturellement présent dans l'environnement, mais qui
représente un enjeu écologique, particuliérement dans certaines régions ou les activités
humaines (ex: mines, raffinage, etc.) augmentent grandement sa libération dans 1'environnement
(Pearson, Gunn, et Keller 2002; Howe et al. 1998; Rajotte et Couture 2002). Cet élément
essentiel est notamment reconnu pour causer de la génotoxicité lorsqu'il est en grande
concentration, que ce soit en interagissant directement avec 'ADN ou, de facon indirecte, en
augmentant la production d'ERO via la réaction de Fenton (Atienzar et al. 2001). Il a été
précédemment suggéré que l'exposition a des contaminants chimiques comme le cuivre qui

influencent le taux de mutations a la hausse pourraient accélérer le processus d'accumulation de
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mutations 1égérement délétéres dans les populations et en exacerber les effets négatifs (Lynch,
Conery, et Burger 1995a; Bickham et al. 2000; Ribeiro et Lopes 2013). Toutefois peu d'études
ont testé ces conséquences théoriques de I'exposition a des concentrations environnementales de
contaminants sur la charge mutationnelle et aucune n'a mesuré les effets phénotypiques associés
aux impacts des contaminants sur les patrons de mutations (Singer et Yauk 2010). Il a été
montré que les lignées MA ¢élevées en présence de cuivre avaient un taux d'accumulation de
mutations plus ¢élevé dans le génome nucléaire, particuliérement pour certains types de
mutations (Chain et al. 2018). De plus, les tests de traits d'histoire de vie effectués sur ces
mémes lignées dans le cadre du présent projet ont révélé des effets mutationnels négatifs plus
importants lorsque les mutations étaient accumulées en présence de cuivre qu'en milieu bénin
(voir chapitre 1). Les impacts du cuivre sur le taux d'accumulation de mutations dans le génome
mitochondrial n'ont pas été directement mesurés, mais les mitochondries sont reconnues comme
une des cibles principales du Cu®" qui s'accumule facilement dans ces organites et y induit une
hausse de la production d'ERO (Hosseini et al. 2014; Pourahmad et O’Brien 2000). Il est
conséquemment attendu qu'en accélérant le taux de mutations et en modifiant le patron de
mutation dans le génome nucléaire et possiblement dans le génome mitochondrial, la présence
de cuivre dans I'environnement des lignées d'accumulation de mutations se traduise également

par des effets plus importants sur les fonctions mitochondriales.

2.2 MATERIEL ET METHODES

2.2.1 Animaux

Nous avons étudi¢ des lignées d'accumulation de mutations (lignées MA) de Daphnia
pulex provenant d'un méme ancétre commun, mais dont certaines ont été élevées en milieu
bénin (MA Ctrl, n=10) et d'autres en milieu enrichi de 40 ug L' (MA Cu, n=10). Ces lignées
ont été¢ comparées a des daphnies provenant d'un élevage controle avec compétition (non-MA)

¢tabli a partir des descendants du méme clone que les lignées MA. L'expérience d'accumulation
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de mutations et le contréle non-MA ont été réalisés par le laboratoire de Melania Cristescu de
'Universit¢ McGill, tel que décrit par Flynn et al. (2017). Pour les mesures des fonctions
mitochondriales, des descendantes des daphnies utilisées pour l'expérience sur les traits
d'histoire de vie a 18°C ont été utilisées (voir Chapitre 1). Pour chaque lignée ou isolat, des
juvéniles (moins de 48h) provenant d'au moins trois daphnies meres différentes étaient
transférées dans des pots d'un litre contenant 800 mL d'eau douce synthétique FLAMES, a
raison d'environ 22 daphnies par pot (n=5). Au besoin, des juvéniles provenant de deux ou trois
meres différentes étaient combinés dans un méme pot. Ces daphnies étaient immédiatement
transférées dans une chambre a 27°C ou elles étaient élevées au méme cycle jour/nuit que leurs
meres (soit 12h/12h) et nourries trois fois par semaine avec le méme mélange d'algues que ces
derniéres. Les bébés étaient retirés des cultures trois fois par semaine et I'eau des daphnies était
changée une fois par semaine. Les ¢élevages de daphnies pour les tests de respiration
mitochondriale ont été effectués a 27°C puisque cette température stressante avait permis de
révéler davantage d'effets phénotypiques des traitements d'accumulation de mutation sur les

traits d'histoire de vie des daphnies (voir chapitre 1).

2.2.2 Mesure de la respiration mitochondriale

La respiration mitochondriale a ét¢ mesurée sur les daphnies matures (minimum 7 jours,
maximum 14 jours) perméabilisées, selon le protocole de Kake-Guena et al. (2015). Pour
chaque réplicat, dix daphnies étaient échantillonnées aléatoirement. Toutes les manipulations
des daphnies ont été faites sur glace et dans du milieu BIOPS préalablement refroidi. Les
daphnies étaient rincées avec du BIOPS contenant 2,77 mM CaK,EGTA, 7,23 mM K,EGTA,
20 mM imidazole, 20 mM taurine, 6,56 mM MgCl,-6H,0, 5,77 mM ATP, 15 mM
phosphocreatine, 0,5 mM dithiothreitol et 50 mM K-MES (pH 7,1). Les ceufs des daphnies
¢taient enlevés délicatement en envoyant un jet de FLAMES a l'intérieur de leur carapace a
l'aide d'une pipette. Les daphnies étaient perméabilisées mécaniquement et chimiquement en les

perforant a l'aide d'une aiguille montée puis en les transférant dans du nouveau BIOPS
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additionné de 50 pg-mL" de saponine dans lequel elles étaient agitées pendant 30 minutes

(Kuznetsov et al. 2004).

Les daphnies perméabilisées étaient immédiatement transférées dans une chambre a
respiration (OROBOROS Oxygraph-2k, Innsbruck, Austria) contenant 2 mL de milieu de
respiration Mir05 (110 mM sucrose, 60 mM K-lactobionate, 0,5 mM EGTA, 1 g~L_1 BSA sans
acides gras, 3 mM MgCl,-6H,0, 20 mM taurine, 10 mM KH,PO,4, 20 mM K-HEPES, pH 7,1,
osmolarit¢ 330 mOsm; Gnaiger et al. 2000) additionné de 0,5 mM de pyruvate et 5 mM de
malate. La respiration mitochondriale en stade de repos, sans phosphorylation (sans ADP, avec
pyruvate et malate; N-LEAK), était d'abord mesurée. Ensuite, la respiration au stade OXPHOS,
couplée a la phosphorylation de I'ADP, était enregistrée en ajoutant successivement les substrats
et inhibiteurs suivants: 2,5 mM ADP (respiration de la voie NADH sans cytochrome c; N-
OXPHOS), 10 uM cytochrome c (intégrité mitochondriale et respiration de la voie NADH avec
cytochrome ¢; N-OXPHOSc), 10 mM succinate (respiration des voies NADH et succinate; NS-
OXPHOSc), 0,5 mM rotenone (respiration de la voie succinate aprés inhibition du complexe I;
S-OXPHOSc¢), 2,5 mM antimycine A (consommation résiduelle d'oxygeéne apres inhibition du
complexe III; ROX), 2 mM ascorbate et 0,5 mM tetramethylphenylenediamine (TMPD)
(activit¢ du complexe IV; CIV) et 50 mM sodium azide (bruit chimique résiduel apres
inhibition du complexe IV; AZD). La respiration était mesurée a la température d'élevage des
daphnies, soit 27°C, et les données étaient enregistrées et analysées avec le logiciel Datlab

(OROBOROS Instruments).

Les données de respirométrie ont été corrigées pour le bruit instrumental et pour la
consommation résiduelle d'oxygene (ROX). Le bruit instrumental — di a la diffusion de
'oxygene et a la diminution d'oxygeéne en l'absence d'échantillon biologique — a été calculé en
réduisant progressivement la concentration d'oxygene par ajout de dithionite tout en mesurant la
consommation d'oxygéne dans une chambre ne contenant que du Mir05 (Gnaiger et al. 1995;
Fasching et Gnaiger 2016). Le taux de respiration du complexe IV (CIV) a pour sa part été
corrigé pour le bruit chimique induit par l'auto-oxydation du TMPD en soustrayant la

consommation résiduelle d'oxygeéne enregistrée aprés l'inhibition du complexe IV par l'ajout
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d'azide de sodium (Gnaiger et al. 1998). Le taux de respiration des daphnies est exprimé en
pmol d'oxygeéne consommé par seconde par mg de protéines ainsi qu'en ratios de flux d'oxygéne
(FCR), calculés en rapportant les taux de respiration sur la capacité maximale de ’OXPHOS
(NS-OXPHOSc). Le couplage des mitochondries a été évalué avec le ratio de controle
respiratoire en présence des substrats qui fournissent en électrons le CI (RCR¢r = N-
OXPHOS/N-LEAK) (Chance et Williams 1955) et le FCR du stade N-LEAK (Gnaiger 2009).
L'effet du cytochrome c sur la capacité de phosphorylation oxydative a été utilis¢é comme indice
de l'intégrité des membranes mitochondriales des daphnies perméabilisées. Cet effet est exprimé
par le facteur de contrdle du flux (FCFc = (N-OXPHOSc - N-OXPHOS)/N-OXPHOSc)
(Gnaiger 2014).

A la fin de l'expérience de respirométrie, le contenu de la chambre était prélevé et
homogénéisé sur glace en procédant a huit passages de pilon dans un homogénisateur manuel
en verre fritté. L'homogénat était immédiatement aliquoté et congelé a -80°C pour les mesures

ultérieures de contenu en protéines et d'activité de la citrate synthase.

2.2.3 Quantification des protéines

Le contenu en protéines a été déterminé selon la méthode de l'acide bicinchoninique
(Smith et al. 1985) a I'aide d'un lecteur de plaques (EnVision® Multilabel Reader). Puisque les
homogénats provenant des chambres de respiration contenaient de I'albumine bovine et du
cytochrome ¢, le contenu en protéines du milieu Mir05 additionné de 10 mM de cytochrome ¢ a
¢té mesuré et soustrait de la mesure obtenue pour les homogénats (Pichaud er al. 2012). La
concentration en protéines des homogénats a ensuite été utilisée pour normaliser le taux de

respiration mitochondriale des différents complexes et l'activité de la citrate synthase.

2.2.4 Activité de la citrate synthase

Afin d'obtenir une estimation du contenu en mitochondries des échantillons, 1'activité de
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la citrate synthase (CS), une enzyme clé du cycle de l'acide citrique, a ét¢ mesurée en
spectrophotométrie selon un protocole adapté de Thibault et al. (1997) (Larsen et al. 2012).
Pour mesurer l'activité de la CS a l'aide d'un lecteur de plaque, 100 ul d'homogénat de daphnies
provenant des chambres de respiration étaient mélangés a 125 ul de milieu réactionnel (tampon
potassium phosphate 100 mM pH 8, 0,1 mM 5,5"-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) et
0,113 mM acétyl coenzyme-A) et 0,15 mM d'oxaloacétate dans un volume final de 250 ul par
puits. L'activité était mesurée en triplicats a 27°C, en suivant la hausse d'absorbance a 412 nm
suite a I'oxydation du DTNB (g = 13,6 ml-cm™ - pmol ™) pendant 8 minutes. L'activité de la CS a
été exprimée en unités enzymatiques internationales (IU; définies comme la quantit¢ de CS

nécessaire pour former une micromole de produit par minute) par mg de protéine.

2.2.5 Mesure du ratio ADNmt/ADNn

Le nombre relatif de copies d'ADN mitochondrial par copie d'ADN nucléaire (ratio
ADNmt/ADNn) a été mesuré sur des descendants des daphnies utilisées pour l'expérience sur
les traits d'histoire de vie (portées 5 et 6). Pour chaque lignée ou isolat, 24 nouveau-nés produits
par deux a trois meres différentes issues de 1'expérience a 18°C ont été isolés et transférés dans
de nouveaux tubes Falcons a raison de deux daphnies par tube de 40 ml d'eau d’étang
synthétique FLAMES. Six tubes ont été placés a 18°C et six autres a 27°C. Les daphnies ont été
¢levées dans les mémes conditions que pour l'expérience sur les traits d'histoire de vie. Les
tubes étaient inspectés toutes les 24 h. La premiére portée était jetée puis les daphnies étaient
congelées lorsqu'elles avaient déposé les ceufs de leur deuxiéme portée, avant que ceux-ci ne

soient entierement développés puis expulsés.

Les daphnies échantillonnées pour la mesure du ratio ADNmt/ADNn étaient d'abord
rincées dans du FLAMES propre, leurs ceufs étaient délicatement évacués en envoyant un jet
de FLAMES a l'intérieur de leur carapace a l'aide d'une pipette puis elles étaient asséchées sur
du papier filtre et immédiatement congelées a sec, individuellement, a -80°C, jusqu'au moment

de l'extraction de 'ADN. L'ADN d'une seule des deux daphnies de chaque tube était extrait
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(n=6), la seconde étant conservée en réserve et utilisée au besoin. L'ADN a ¢été extrait selon la

méthode du CTAB (Doyle et Doyle 1987) et conservé a -20°C jusqu'a I'amplification.

Le nombre relatif de copies d'ADNmt a ét¢ mesuré par PCR en temps réel. Pour chaque
¢chantillon, le geéne nucléaire Syntaxin 16 (Stx/6) et le geéne mitochondrial NADH
déshydrogénase 5 (Nd5-CAN) ont été amplifiés simultanément en duplicats dans des puits
séparés. Afin de valider le choix de ces génes cible et référence, leur efficacité d'amplification a
été¢ testée en vérifiant comment la différence de cycle seuil de détection du signal
d'amplification (Cr) des deux amplicons variait en fonction de la dilution de I'ADN par
régression linéaire tel que décrit dans Livak et Schmittgen (2001). La pente de la régression
étant pres de zéro (y=0.014Log(x) + 6.79), les deux genes ont des efficacités d'amplification
similaires et peuvent étre efficacement utilisés pour déterminer le ratio ADNmt/ADNn. Le
mélange PCR était composé de 2 ul d'ADN (I'équivalent d'environ 50 ng d'ADN), 7,5 ul de
SensiFAST = SYBR® No-ROX Kit (Bioline), 400 nM de chacune des amorces et d'eau nano de
qualité PCR dans un volume final de 15 ul. Les réactions ont été faites avec un LightCycler 480
IT (Roche) dans les conditions suivantes: 3 min a 95°C puis 40 cycles de 10 sec a 95°C, 10 sec a
60°C et 10 sec a 72°C. Les amorces utilisées ¢étaient : Stx/6 amorces sens 5'-
CACATTGGTCGTCCTTAGTCTTG-3' et anti-sens 5'-
TGCTATACGTTACGCTTGTCCTTAC-3' (Spanier et al. 2010) et Nd5-CAN amorces sens 5'-
TTAAGAGGTGGTCCGCATTC-3" et anti-sens 5'- TTTGTTGGTGTTTCCCTGCT-3". Ces

amorces ont été dessinées a partir de la séquence ND5 du clone de 1’étang Canard.

Le nombre relatif de copies ' ADNmt par copie d'ADNn a été calculé selon I'équation 2"

ou ACt = (Ct Stx16 - Cr Nd5-CAN) (Qiu et al. 2013). Lorsque le coefficient de variation pour le
Cr (CV¢) d'un des deux genes était supérieur a 2 % le test était repris afin que seuls les

échantillons dont les deux CV; étaient inférieurs a 2 % soient conserveés.
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2.2.6 Analyse des données

Impacts des traitements d'accumulation de mutations sur les traits mitochondriaux

Les effets du traitement (non-MA, MA Ctrl et MA Cu) sur les ratios ADNmt/ADNn,
l'activité de la CS et les variables associées a la respiration mitochondriale ont été testés par
modele linéaire généralisé mixte en utilisant la méthode par le maximum de vraisemblance
restreint (REML) a 1'aide du logiciel R studio (version 1.0.136), package nlme (Pinheiro et al.
2014). Pour chacune des variables, le modele y = Traitement + Lignée (Traitement) + ¢ (avec le
traitement comme effet fixe et la lignée comme facteur aléatoire) a été analysé par ANOVA
puis des tests de comparaison multiple (Tukey HSD) ont été faits pour tester la différence entre
les paires de traitements. Pour certaines variables de respiration mitochondriales, les moyennes
des groupes MA Ctrl et MA Cu ne différant pas significativement entre eux (p s'approchant de
1,000), ils ont été regroupés et comparés au traitement contrdle. Les conditions d'utilisation des
analyses ont été validées graphiquement. Des tests de Dunnett ont ensuite été utilisés pour
déterminer si les traits mitochondriaux de certaines lignées MA (Ctrl et Cu) différaient de ceux

mesurés pour I'ensemble du groupe non-MA.

Pour chacune des variables, les composantes de la variance ont été extraites pour chaque
traitement a partir du modele linéaire généralisé mixte y = Lignée + € ou la lignée est un facteur
aléatoire. La variance intra-lignée (V.) ainsi extraite représente la variance environnementale
alors que la variance inter-lignée (Vi) représente la variance génétique. Les variances des
groupes MA et non-MA ont ét¢ comparées a 1'aide de tests de F. Un coefficient de variation
génétique (CVy) a été généré en normalisant la racine carrée de la Vi par la moyenne du

traitement (Houle 1992).

Impacts des traitements d'accumulation de mutations sur la plasticité du ratio ADNmt/ADNn

Afin de tester si les traitements d'accumulation de mutations engendrent des réponses

plastiques différentes du ratio ADNmt/ADNn entre 18 et 27°C, I'effet de l'interaction génotype
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x environnement (G x E) a été testé grace au modéele linéaire mixte suivant: y = Traitement +
Température + Traitement X Température + Lignée (Traitement) + ¢ ou les termes traitements
et température ainsi que leur interaction sont des facteurs fixes alors que la lignée est un facteur
aléatoire niché dans le traitement. Ensuite, pour évaluer la variabilité de la plasticité des lignées
a l'intérieur de chacun des traitements, des ANOVA a deux facteurs fixes ont été utilisées: y =
Lignée + Température + Lignée x Température + e. Des interactions significatives sont
interprétées comme indiquant une différence entre les normes de réaction des traitements ou des
lignées (Windig, De Kovel, et De Jong 2004; Latta et al. 2015). Afin de confirmer les
différences de réponses plastiques et d'évaluer si les différences sont induites par un
changement dans l'ordre des moyennes et/ou dans le niveau de variance inter-lignées, les
normes de réaction ont été analysées visuellement et les variances inter-lignées a chacune des

températures ont été comparées a l'aide de tests de F.

2.3 RESULTATS

2.3.1 Impacts des traitements d'accumulation de mutations sur 'OXPHOS

Couplage de I'OXPHOS et effet du cytochrome c

Les RCR¢y ne différaient pas entre les traitements (p = 0,172; Tableau 4) ni entre les MA
et non-MA (p = 0,059). Les FCR pour le stade N-LEAK ne montraient pas non plus de
différences significatives de couplage entre les traitements (p = 0,763; Tableau 4) ni entre le
traitement non-MA et les traitements MA regroupés (p = 0,565). Les moyennes des RCR¢; et
des ratios FCR pour le stade N-LEAK ¢étaient similaires a celles obtenues précédemment avec
des daphnies perméabilisées (Kake-Guena et al. 2015; Kake-Guena et al. 2017), indiquant un

couplage équivalent de la phosphorylation oxydative.

L'ajout de cytochrome c s'est traduit par une hausse du taux de respiration chez les
daphnies des trois traitements. Cette hausse est exprimée sous la forme du FCFc. Un ratio FCFc

de O est interprét¢ comme reflétant une parfaite intégrit¢é des membranes mitochondriales
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externes, le cytochrome ¢ ne pouvant les traverser. Un ratio de 1 indique que les membranes
mitochondriales sont complétement endommagées. Le FCFc des daphnies étudiées était
relativement élevé avec une valeur moyenne de 0,25 a 0,28 selon le traitement évolutif (Tableau
4). Ces valeurs ¢élevées indiquent certains dommages aux membranes externes des
mitochondries, comparables a ceux observés dans d’autres expériences similaires chez les
daphnies (Kake-Guena et al. 2015; Kake-Guena et al. 2017). Les valeurs de FCFc n'étaient
cependant pas significativement différentes entre les traitements (p = 0,268), ni entre le groupe
non-MA par rapport aux traitements MA regroupés (p = 0,123). Afin d'éviter tout biais li¢ a une
limitation de 1'OXPHOS par la disponibilit¢ en cytochrome c, les mesures de taux de
respirations en présence de cytochrome c externe ont été utilisées pour comparer I’OXPHOS

entre les lignées et traitements.

Tableau 4 : Valeurs moyennes des mesures de couplage de 'OXPHOS (RCR¢y et
FCR du stade N-LEAK) et de I'effet du cytochrome ¢ chez les daphnies enticres
perméabilisée (+ erreur type).

Ctrlnon-MA MA Ctrl MA Cu
Ratio de contrdle respiratoire (RCRCII) 3,03+0,11 2,75+0,11 2,79+0,11

Ratio de flux d'oxygéne (FCR) du stade
N-LEAK’

Effet du cyctochrome ¢ (FCFC3 ) 0,25 +0,01 0,28 0,01 0,27 £ 0,01
"RCR¢ = N-OXPHOS/N-LEAK; *N-LEAK/NS-OXPHOSc; * FCFc = (N-OXPHOSc - N-OXPHOS)/N-OXPHOS¢

0,17 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,17 £ 0,01

Taux de respiration mitochondriale

La respiration mitochondriale a été mesurée en deux des principaux stades de couplage,
soit le stade de fuite de protons (LEAK) et le stade de phosphorylation oxydative (OXPHOS).
Le stade LEAK mesure la respiration mitochondriale au repos, c'est-a-dire non couplée a la
phosphorylation d'ADP en ATP. Ce stade a ¢ét¢ mesuré comme le flux d'oxygene enregistré
lorsque les mitochondries sont saturées en substrats réducteurs du complexe I, mais ne sont pas
alimentées en ADP (N-LEAK). Dans ces conditions, 'ATP synthase ne peut fonctionner et le
gradient de protons n'est pas dissipé par la phosphorylation oxydative. Le flux d'oxygeéne sert

alors essentiellement a compenser pour la fuite de protons de l'espace inter-membranaire vers la
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matrice, bien qu'il soit également influencé par d'autres composantes comme le «proton slip» et
les échangeurs de cations (Brand et al. 1994; Gnaiger 2014). Pour les daphnies étudiées, le taux
de respiration mitochondrial mesuré en N-LEAK ne différait pas entre les traitements

(ANOVA, p =0,567) (Figure 7).

Le stade OXPHOS a ensuite été atteint par I’ajout d’ADP aux mitochondries en
présence de substrats réducteurs. Dans le stade OXPHOS, la consommation d’oxygene est
principalement couplée a la production de I'ATP. Pour toutes les mesures réalisées, le traitement
évolutif avait un effet significatif sur le taux dOXPHOS indiquant qu'au moins un des groupes
se différenciait (ANOVA, p < 0,05). Les traitements MA Ctrl et MA Cu ne différaient pas entre
eux (Tukey, p > 0,984), mais présentaient un taux de respiration légeérement plus faible que le
groupe contréle non-MA, avec une diminution de ~9 a 13% du taux de respiration selon la voie
mesurée (N, S ou NS) (Figure 7). Dans certains cas, le groupe MA Ctrl ou MA Cu pris
séparément ne différait pas significativement du groupe non-MA (Tukey, 0,1 > p > 0,05), mais
la différence entre le groupe non-MA et les traitements MA regroupés était toujours
significative (ANOVA, p < 0,05). La différence entre les traitements MA regroupés et non-MA
¢tait la plus significative pour le taux de respiration avec la voie NADH avant l'ajout de
cytochrome ¢ externe (p = 0,002). L'ajout de ce transporteur d'électron venait atténuer cette
différence entre les taux de respiration des différents traitements pour la voie NADH (p =
0,012). Individuellement, aucune lignée MA ne présentait des taux de respiration

significativement différents de la moyennes des isolats non-MA (tests de Dunnett, p > 0,05).

Ratios de flux d'oxygene

Les mesures de phosphorylation oxydative exprimées en ratios de flux d'oxygene (FCR)
permettent d'estimer la capacité relative des différentes voies mitochondriales par rapport a la
capacité maximale de respiration des mitochondries (NS-OXPHOSc). Les FCR permettent donc
de mettre en lumiére certaines caractéristiques fonctionnelles du systéme de transport des

¢lectrons indépendantes du contenu en mitochondries des organismes. Pour les daphnies
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¢tudiées, les FCR de la voie du NADH et la voie du succinate étaient pratiquement identiques
entres les différents traitements évolutifs (respectivement p = 0,818 et p = 0,896; Tableau 5). La
constance dans les contributions relatives de chacune de ces deux voies entre les traitements
évolutifs est également reflétée par I'absence de différence dans les ratios N/S qui sont de 1,16
pour non-MA et MA Ctrl et de 1,15 pour MA Cu (p = 0,954). Les FCR pour le CIV montraient
une tendance entre les traitements (p = 0,073): les groupes MA Ctrl et MA Cu présentant des
ratios de 2,34 et 2,29 comparativement a un ratio de 2,14 pour le contréle non-MA (Tableau 5).
Cette différence refléte la plus faible capacité catalytique des complexes en amont du STE dans

les deux traitements MA par rapport au controle.
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Figure 7 : Moyennes + erreurs types des taux de respiration mitochondriale mesurés sur des
daphnies entiéres perméabilisées issues des trois différents traitements évolutifs (non-MA, MA
Ctrl et MA Cu). Les taux de respirations ont ét¢ mesurés a 27°C. Pour chaque stade de

respiration, les groupes significativement différents entre eux sont identifiés par des lettres
différentes (Tukey HSD).



Tableau 5

Moyennes =+ écarts types, variances génétiques (Vr), variances

environnementales (V.) et coefficients de variation génétique (CVy) des variables
mitochondriales chez les daphnies issues des différents traitements évolutifs (non-

MA, MA Ctrl et Ma Cu).
Ctrl non-MA MA Ctrl MA Cu
Moyenne = SE 6,95+ 0,22 6,30 + 0,20 6,25+0,19
N-OXPHOSc v <0,001 <0,001 <0,001
(pmol O,s
I mg prot™) Vv, 2,65 2,09 2,02
CV, (%) <0,001 <0,001 <0,001
Moyenne + SE 10,27 £0,29 9,30 +0,27 9,34 + 0,25
NS-OXPHOSc v, <0,001 <0,001 <0,001
(pmol O,s
I mg prot™) V., 4,56 3,77 3,53
CV, (%) <0,001 <0,001 <0,001
Moyenne + SE 598 £0,16 5,45+0,15 548 £0,15
S-OXPHOS¢ Vv, <0,001 <0,001 <0,001
(pmol O,s”
I mg prot™) V. 1,42 1,21 1,20
CV, (%) <0,001 <0,001 <0,001
Moyenne + SE 21,68 0,54 21,32 +0,54 21,04 + 0,48
CIV (pmol v, <0,001 248" 2,00°
0,'s”"-mg prot’
Y V. 15,84 12,95 11,27
CV, (%) <0,001 738 (A) 6,73 (?)
Moyenne + SE 0,67 +0,01 0,68 +0,01 0,67 0,01
FCR \'A <0,001 <0,001 <0,001
N-OXPHOSc vy <0,01 <0,01 <0,01
CV, (%) 2,67 2,49 2,18
Moyenne + SE 0,58 £0,01 0,59 £ 0,01 0,59 £ 0,01
FCR \'A <0,001 <0,001* <0,001**
S-OXPHOSc v <0,01 <0,01 <0,01
CV, (%) 2,40 <0.001 (W) 443 (?)
Moyenne = SE 2,14+ 0,03 2,34 +0,06 2,29 +0,04
'S <0,01 0,03 0,02*
FCR CIV
Vv, 0,05 0,15* 0,08
CV, (%) 3,96 7.04 (M) 5,54
Moyenne = SE  127x10° £382x 107 126x10° £298x10°  125x10° £320x 107
CS (IU-mg ' 2,59x 10" 431x107° 6,46 x 107
-1 o Q
prot’) V., 7,86 x 10’ 432x10%* 572x 10
CV, (%) <0,01 522 (A <0,01

*Indique une variance inter-lignées significative (ANOVA, p < 0,05).
? Indique une différence significative de ce traitement MA par rapport au traitement non-MA (F-test, p < 0,05) et la
fléche souligne le sens de cette différence.
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Variance génétique

Contrairement a ce qui est généralement attendu dans les expériences d'accumulation de
mutations, les variables de respiration mitochondriale analysées ne présentaient généralement
pas une variance génétique accrue chez les groupes MA par rapport au contréle non-MA
(Tableau 5). Pour la majorité des variables analysées, la Vi était non significative pour tous les
traitements (ANOVA, p > 0,05). De plus, la Vi des traitements MA Ctrl et MA Cu n'était que

rarement significativement différente de celle du groupe contréle non-MA.
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Figure 8 : Moyennes + erreurs types de l'activité de la citrate synthase (CS) et du taux
de respiration du complexe IV (CIV) mesurés a 27°C sur des daphnies issues des trois
différents traitements évolutifs.
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2.3.2 Impacts des traitements d'accumulation de mutations sur le contenu mitochondrial

L'accumulation de mutations n’a eu aucune influence significative sur le contenu en
mitochondries des daphnies élevées a 27°C, tel que démontré par la mesure d’activité de citrate
synthase par mg de protéines (p = 0,857). Ce résultat est appuyé par 'absence de différence
significative entre les traitements pour le taux de respiration de la cytochrome ¢ oxydase (p =
0,701; Figure 8), une mesure fortement corrélée au contenu mitochondrial (Larsen et al. 2012).
Individuellement, aucune lignée MA ne présente une activité¢ de CS ou un taux de respiration du

CIV différant de la moyenne des isolats non-MA (tests de Dunnett, p > 0,05).

2.3.3 Impacts des traitements d'accumulation de mutations sur le ratio ADN,,/ADN,

A 18°C, les moyennes du ratio ADNmt/ADNn étaient plus élevées pour les groupes
contraints a I'accumulation de mutations que pour le groupe contrdle (Figure 9). Les lignées MA
Ctrl avaient un ratio moyen significativement plus élevé que les isolats non-MA (Tukey, p <
0,001), représentant une hausse d'environ 33% du nombre de copies d'ADNmt par copie
d'ADNn. Le ratio ADNmt/ADNn moyen des lignées MA Cu n'était pas significativement
différent de celui des isolats non-MA (p = 0,068), mais était environ 16% plus élevé que celui
des isolats MA controles. L'importante variance inter-lignée au sein du traitement MA Cu, avec
notamment la présence de deux lignées (C268 et C291) ayant un ratio ADNmt/ADNn sous la
moyenne du groupe non-MA, peut expliquer I'absence de différence significative entre les ratios
moyens d'ADN de ces deux traitements (Figure 10). En effet, les Vi des lignées d'accumulation
de mutations étaient plus importantes que celle des isolats non-MA et ce particulierement pour

le traitement MA Cu (F-test, p < 0,001 ; Tableau 6).

A 27°C, aucune différence n'était observée entre les traitements au niveau du ratio moyen
d'ADNmt/ADNn (p = 0,259; Figure 9). A cette température, le ratio ADNmt/ADNn moyen des
isolats non-MA n'a pas significativement changé par rapport a celui observé a 27°C (Tableau 7).

Par contre les ratios des traitements MA Ctrl et MA Cu ont diminué par rapport a ceux observés
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a 27°C, rejoignant un niveau similaire a celui du traitement contrdle non-MA. A 27°C, la
variance inter-lignée du groupe contrdle non-MA était plus élevée qu’a 18°C (F-test, p = 0,046)
et était semblable a celle du groupe MA Ctrl (p = 0,427). La Vi du groupe MA Cu était plus

¢levée que celle des autres traitements (p = 0,009 par rapport a non-MA; p = 0,013 par rapport a
MA Ctrl).
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Figure 9 : Quantité relative d ADNmt par copie d'ADNn chez des daphnies issues des
trois traitements évolutifs. L'ADN a été¢ dosé chez des daphnies ¢élevées en conditions
thermiques standard (A) et stressante (B). Le ratio ADNmt/ADNn est exprimé sous la
forme du 2°“* et les résultats sont présentés comme la moyenne + erreur type. Pour
chaque température, les groupes significativement différents entre eux (Tukey HSD)
sont identifiés par des lettres différentes.
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Figure 10 : Ratios ADNmt/ADNn pour chacune des lignées MA de daphnies ¢élevées a 18°C (A)
et 27°C (B). Les lignées C14 a C38 ont accumulé des mutations en milieu bénin (MA Ctrl) et
les lignées C251 a C300 ont accumulé des mutations en milieu enrichi de cuivre (MA Cu). Les
lignes pointillées bleues représentent la moyenne + l'erreur type des isolats contrdles non-MA.
Les lignées dont la moyenne différe significativement de la moyenne des isolats contrdles non-
MA sont marquées d'un * (test de Dunnett, p < 0,05).

Tableau 6 : Moyennes + écarts types, variances génétiques (Vr), coefficients de variation
génétique (CVy) et variances environnementales (V) des ratios ADNmt/ADNn des daphnies
issues de trois différents traitements évolutifs (non-MA, MA Ctrl et MA Cu).

Temp. Traitement Moyenne + SE V. CVL (%) Ve
Ctrlnon-MA 92,31 +2,40 18,44 4,65 328,21
18°C MA Ctrl 123,23 3,15 137,66 9,52 (i) 469,82
ADNmt/ADNn MA Cu 107,20 + 3,17 305,28% 16,30 (i) 317,39

AC

2" Ctrlnon-MA 96,76 + 2,06 60,32* 8,03 194,77
27°C MA Ctrl 95,96 £ 2,07 68,38* 8,62 187,51
MA Cu 87,22 2,93 336,17+ 21,02 (i) 195,20

*Indique une variance inter-lignées significative (ANOVA, p < 0,05).

“Indique une différence significative de ce traitement MA par rapport au traitement non-MA (F-test, p < 0,05) et la
fleche souligne le sens de cette différence.

b Indique une différence significative du traitement MA Cu par rapport au traitement MA Ctrl (F-test, p < 0,05).
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2.3.4 Impacts des traitements d'accumulation de mutation sur la plasticité du ratio
ADN,,,/ADN,

Le mod¢le linéaire mixte analysé pour mesurer I'impact des traitements sur la plasticité
indiquait des effets significatifs de I'environnement thermique (p < 0,001) et du traitement
évolutif (p = 0,018) ainsi qu'une interaction G x E significative (p < 0,001) pour le ratio
ADNmt/ADNn. L'inspection visuelle des normes de réactions montre une disparité entre les
trois traitements, le groupe contréle non-MA se distinguant particulierement des traitements
MA (Figure 11). Les moyennes du traitement non-MA ne différaient pas entre 18 et 27°C
(ANOVA, p = 0,137) alors que les moyennes des traitements MA Ctrl et Cu étaient
significativement plus faibles a 27°C qu'a 18°C (p < 0,001).

Au sein du traitement non-MA, la température et les lignées n'avaient pas d'effet
significatif, mais une interaction G x E significative était présente (Tableau 7), indiquant des
réponses plastiques variables entre les lignées se traduisant par des changements dans 1'ordre de
celles-ci entre les températures sans que la moyenne des ratios d'ADN ne soit affectée. C'est
effectivement ce que montrent les normes de réaction avec sept lignées ayant des pentes

ascendantes d'inclinaisons trés variables et trois lignées ayant des pentes descendantes.

Les deux traitements MA montraient des réponses plastiques trés différentes du contrdle
non-MA, mais similaires entre elles. Pour ces traitements, les effets de la température, des
lignées ainsi que leurs interactions étaient significatifs (Tableau 7). De fagcon générale, les
normes de réaction montrent une pente négative entre 18 et 27°C, a I'exception de la lignée C17
qui est légerement positive (Figure 11). Le stress thermique affecte donc pratiquement toujours
le ratio ADNmt/ADNn a la baisse pour les daphnies ayant été soumises a I'accumulation de
mutations alors que les isolats du groupe contrdle répondaient davantage par une légeére hausse

de leur ratio dADNmt.
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Figure 11 : Plasticité thermique du ratio ADNmt/ADNn des isolats non-MA et des
lignées MA. Les moyennes (n = 8) de chaque isolat ou lignée a 18°C et 27°C sont
présentées et reliées entre elles par des lignes distinctes. Les barres d'erreurs ont
été retirées afin de faciliter la lecture.

Tableau 7 : Valeurs de p des analyses de variance effectuées pour tester la plasticité
thermique du ratio ADNmt/ADNn des lignées a l'intérieur de chacun des traitements
évolutifs. Une interaction G x E significative (p < 0,05) indique des différences entre
les réponses plastiques des lignées d'un traitement. Les résultats du F-test (valeurs de
p) indiquent si les variances inter-lignées entre les deux températures sont
significativement différentes (p < 0,05).

ANOVA F-TEST
Tablea Traitement
Temp. Lignée GxE V., (18-27°C)
. Ctrl non-MA 0,137 0,194 0,019 0,046
Ratio
ADg\Imt/ADNn MA Ctrl <0,001 0,005 0,006 0,156
@'Y

MA Cu <0,001 <0,001 0,014 0,444
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2.4 DISCUSSION

2.4.1 Taux de respiration mitochondriale plus faible au sein des traitements
d'accumulation de mutations

Le premier objectif de cette étude était d'évaluer si l'accumulation de mutations
héréditaires affectait les performances mitochondriales de D. pulex. Pour ce faire nous avons
mesuré in situ la capacité respiratoire des mitochondries des daphnies en fournissant les
substrats des voix du NADH (pyruvate et malate) et du succinate pour alimenter le STE. La
principale différence entre les traitements évolutifs était un taux de respiration mitochondriale
moyen réduit d'environ 10% chez les lignées MA par rapport aux isolats du controle compétitif.
Cette différence était observée autant lorsque le STE était alimenté par la voie du NADH que
par la voie du succinate, mais le taux de respiration du complexe IV ne présentait pas de
différence significative entre les traitements. Ces résultats suggeérent que les mutations
accumulées affectent principalement les fonctions des complexes en amont du complexe IV. Le
taux de respiration basale non couplée a la phosphorylation (LEAK), qui refléte essentiellement
la fuite de protons a travers la membrane interne, n'était pas non plus significativement différent
entre les traitements, appuyant 1'hypothése que la différence se situait au niveau des fonctions

des complexes respiratoires.

La plus faible capacit¢ de I'OXPHOS observée chez les groupes ayant subi de
I'accumulation de mutations devrait se traduire directement sur la capacité énergétique des
organismes. Il a été précédemment montré que, chez les daphnies, la respiration mitochondriale
est contrdlée par le systeme de transport des électrons et non par le systeme de phosphorylation
(Lemieux et Warren 2012). En diminuant la capacité de production d'ATP, l'accumulation de
mutations pourrait donc engendrer une limitation de l'activité aérobie au moins dans les
conditions de stress thermique testées ici. Des différences de cet ordre entre les capacités
catalytiques des complexes mitochondriaux (variants de quelques pourcents a 30% selon les

conditions thermiques) de mitotypes intraspécifiques ont d'ailleurs déja été associées a des
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différences au niveau des traits d'histoire de vie chez les drosophiles (Ballard et al. 2007,

Pichaud et al. 2012; Correa et al. 2012).

Deux principaux phénomenes peuvent expliquer les différences observées entre les
traitements, soit 1) la diminution de la capacité catalytique dans les lignées MA par rapport a la
condition ancestrale causée par I'accumulation de mutations délétéres et/ou 2) I'amélioration de
la capacité catalytique mitochondriale des isolats non-MA suivant une sélection positive. La
premicre hypothese est généralement considérée comme étant la plus parcimonieuse pour les
expériences de lignées MA. Cette interprétation est appuyée par les nombreux exemples
montrant que, de facon générale, 'accumulation de mutations se traduit par une diminution de la
valeur moyenne des traits phénotypiques complexes (Halligan & Keightley 2009; Schaack et al.
2013; Huey et al. 2003). Toutefois, le design expérimental utilisé ne nous permet pas d'éliminer
complétement 1'hypothése que les daphnies du contrdle non-MA aient subi une sélection
positive. Des exemples d'adaptation rapide aux conditions de laboratoire sont connus chez des
invertébrés (Hoffmann et Ross 2018). Les analyses moléculaires réalisées précédemment sur les
lignées MA n'ont pas détecté de telles signatures d'adaptation, mais il a été suggéré que de la
sélection positive équilibrante aurait pu agir dans le traitement contréle non-MA pour favoriser
le maintien de la diversité moléculaire observée dans ce groupe (Flynn et al. 2017). La faible
variabilité inter-lignées et 1'absence de différence significative entre les variabilités génétiques
des différents traitements compliquent l'interprétation des résultats. On ne retrouve pas la
signature typique des expériences d'accumulation de mutations ou les nouvelles mutations
acquises de fagons indépendantes dans chaque lignée induisent une plus grande variance

génétique au sein des traitements MA.

Malgré cette absence de variabilité inter-lignées significative, plusieurs évidences
empiriques et théoriques supportent I'hypothése suggérant une diminution de la capacité
catalytique causée par l'accumulation de mutations. Les analyses moléculaires réalisées
antérieurement sur les lignées MA montraient qu'elles avaient un plus haut taux de mutations
réalisés que les isolats du contréle non-MA (Flynn et al. 2017; Chain et al. 2018). La sélection

purifiante est donc a l'ceuvre dans le groupe contrdle et permet d'éliminer efficacement des
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mutations délétéres qui, au contraire, s'accumulent dans les lignées MA. Conséquemment,
I'hypothése la plus parcimonieuse serait que les divergences de respiration mitochondriale
observées entre les traitements sont, au moins partiellement, expliquées par la plus importante
accumulation de mutations délétéres dans les lignées MA. Les effets phénotypiques observés
sur les traits d'histoire de vie de ces mémes lignées de daphnies (baisse de la moyenne et hausse
de la variance inter-lignée) montraient d'ailleurs que les mutations accumulées avaient des effets
phénotypiques négatifs (voir chapitre 1). L'interprétation d'un effet mutationnel négatif sur le
phénotype mitochondrial des lignées MA est également supportée par les caractéristiques du
génome mitochondrial. Il a été précédemment montré que le taux de mutation des D. pulex était
plus élevé dans 'ADNmt que 'ADNn (Xu et al. 2012). Bien que de la sélection positive puisse
s'y produire (Ruiz-Pesini et al. 2004), 1'évolution de I'ADNmt semble principalement
déterminée par la dérive génétique et la sélection purifiante (Stewart et al. 2008; Rand 2001;
Bazin, Glémin, et Galtier 2006). La probabilité qu'une forte sélection positive se soit produite

dans ce génome au cours de la durée limitée de cette expérience est donc peu probable.

La distribution des effets des traitements MA sur la capacité mitochondriale des
daphnies est étonnamment similaire aux effets précédemment observés suite a I'accumulation de
mutations dans 'ADNmt des cellules somatiques de souris mutées (Edgar et al. 2009). Dans
cette étude, les mitochondries ayant un taux de mutations artificiellement élevé (alléle mutateur
pour ADNmt) avaient une diminution d'environ 15% de la respiration maximale (avec substrats
du complexe I), mais aucun effet sur la respiration au repos. La correspondance entre les
patrons observés chez ces souris et nos daphnies pourraient étre causée par la présence de
mécanismes de mutations similaires entre I'ADNmt des cellules somatiques et germinales.
Edgar et al. (2009) proposent que le principal mécanisme moléculaire expliquant les effets
phénotypiques observés serait I'induction de mutations ponctuelles non-synonymes affectant les
genes codants pour des protéines du STE. Les substitutions d'acides aminés dans les protéines
synthétisées par ces genes affecteraient la conformation et l'assemblage des sous-unités des
complexes respiratoires ce qui expliquerait la diminution de 1'efficacité des complexes, mais
aussi une hausse du taux de dégradation des protéines mitochondriales instables. La sélection

purifiante pourrait éliminer une importante proportion de telles mutations non-synonymes se
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déposant dans I'ADNmt entre les générations (Stewart et al. 2008). Les mécanismes identifiés
pour expliquer l'action de la sélection purifiante dans le génome mitochondrial (asexué et peu
sujet a de la recombinaison) sont essentiellement liés a de la sélection intra-individuelle. Ces
mécanismes pourraient donc étre actifs méme dans le contexte des lignées MA qui limitent
l'action de la sélection inter-individuelle. Certaines évidences montrent malgré tout que
certaines mutations échappent a la sélection (Fan et al. 2008; Taylor et Turnbull 2005). 11 a
d'ailleurs été montré que des mutations non-synonymes peuvent se maintenir dans le génome
mitochondrial des D. pulex soumises a l'accumulation de mutations héréditaires (Xu et al.

2012).

2.4.2 L'exposition au cuivre n'affecte pas le taux de respiration mitochondriale des
daphnies ayant accumulé des mutations

Contrairement a ce qui était attendu, aucune différence n'est observée entre les capacités
mitochondriales des lignées MA Ctrl et MA Cu. Ce patron contraste avec les différences
significatives observées entre ces deux groupes pour le taux de mutations nucléaires et les traits
d'histoire de vie (Chain et al. 2018, chapitre 1). L'absence d'effet de I'exposition au cuivre sur la
respiration mitochondriale pourrait suggérer que ce métal affecte moins le taux et la distribution
des mutations dans I'ADNmt que dans I'ADNn. Cette hypothése semble peu probable
considérant que plusieurs études ont montré que 'ADNmt serait sensible aux dommages induits
par les contaminants, dont le cuivre (Meyer et al. 2013; Rumsey et al. 2018; Hosseini et al.
2014). Toutefois, d'autres études suggerent que 'ADNmt pourrait étre résilient face aux effets
mutagenes des contaminants chimiques (Valente et al. 2016; Melvin et Ballard 2017). Un
séquencage des génomes mitochondriaux pour caractériser les mutations déposées dans les
lignées des deux traitements serait nécessaire afin de tester plus avant la plausibilité¢ de cette

hypothése.
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2.4.3 La distribution des effets mutationnels et/ou des mécanismes de compensation
pourraient expliquer la faible variabilité génétique

La distribution des effets mutationnels sur la respiration mitochondriale est également
caractérisée par une faible variabilit¢ entre les lignées MA qui contraste avec ce qui est
généralement attendu dans les expériences d'accumulation de mutations. Ce patron, combiné a
la baisse de moyenne de plusieurs paramétres de respirométrie, suggére que les effets
mutationnels sur la respiration mitochondriale seraient davantage générés par les effets
cumulés de nombreuses mutations de faibles effets plutot que par quelques mutations de plus
grands effets. Cette distribution d'effets s'oppose a ce qui était estimé pour les variables de traits
d'histoire de vie (chapitre 1), mais correspond davantage au patron suggéré par la théorie du
cliquet de Miiller. Ce patron reste par ailleurs cohérent avec une capacité des mitochondries a
¢liminer les plus grosses mutations par sélection purifiante intra-individuelle, mais pas celles de

plus faibles effets.

Divers mécanismes de compensation pourraient contribuer a limiter la variance entre les
lignées —et entre les traitements MA Ctrl e¢ MA Cu— en permettant d'atténuer les impacts
négatifs des mutations et d'ainsi maintenir un certain niveau de respiration mitochondriale plus
uniforme entre les lignées. Les mitochondries sont des organites capables d'une réponse
plastique importante pour s'ajuster aux variations normales des demandes énergétiques, mais
aussi a d'éventuelles dysfonctions ou aux mutations (Lee et al. 1998; Ballard et Melvin 2011;
Blier, Lemieux, et Pichaud 2014). Les réponses compensatoires reconnues des mitochondries
comprennent la hausse du nombre de protéines mitochondriales, du nombre de copies
d'ADNmt, de la quantit¢ de mitochondries et de l'activité -catalytiques d'enzymes
mitochondriales ainsi que la réorganisation des mitochondries (Bratic ef al. 2009; Verkaart et al.

2007; Bess et al. 2012; Hood et al. 2006; H.-C. Lee et Wei 2005; Van Bergen et al. 2011).

A 18°C, les concentrations en ADNmt plus élevées chez la majorité des lignées MA par
rapport au contrdle non-MA suggerent l'existence d'une telle réponse compensatoire suivant
l'accumulation de mutations. Une hausse du nombre de copies d' ADNmt est un des mécanismes

compensatoires les plus fréquemment observés dans les mitochondries en lien avec des
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pathologies, le vieillissement ainsi que diverses sources de stress exogeéne (température,
contaminants, etc.) (Bai et Wong 2005; Crane et al. 2013; Rumsey et al. 2018; Fetterman,
Sammy, et Ballinger 2017; Bai et al. 2004; Bratic et al. 2009). Les dysfonctions
mitochondriales légeres induiraient une réponse rétrograde favorisant la réplication de
I'"ADNmt, probablement induite par une hausse du niveau de ROS (Moreno-Loshuertos et al.
2006; Lee et Wei 2005). L'interprétation courante est qu'un niveau élevé d'ADNmt permettrait
de maintenir un exces fonctionnel visant a assurer un bon niveau d'expression génique,
protégeant ainsi les organismes contre un déclin du métabolisme énergétique (Atamna et al.
2018; Lee et Wei 2005). Il a précédemment été montré que des mutations légeres, non
pathologiques, affectant les fonctions mitochondriales pouvaient également susciter une réponse
compensatoire du contenu en ADNmt (Correa et al. 2012; Ballard et Melvin 2011). Chez les
drosophiles, les effets négatifs de mutations sur leur respiration mitochondriale seraient atténués
notamment en augmentant leur contenu en ADNmt durant leur développement (Correa et al.
2012). Dans notre étude, l'observation d'un ratio ADNmt/ADNn de l'ordre de 15 a 30% plus
¢levé dans les traitements MA que dans le contréle est donc compatible avec une réponse
compensatoire suite a l'accumulation de mutations spontanées 1égérement délétéres. De plus,
contrairement au patron de la respiration mitochondriale, les traitements MA affichent une plus
grande variabilité inter-lignées que le contrdle pour le contenu en ADNmt. Cette distribution est
en accord avec une compensation variable en réponse a des mutations aléatoires accumulées
indépendamment dans chaque lignée. Cette variation inter-lignées est donc cohérente avec
I'hypothése de mécanismes physiologiques intermédiaires permettant d'alléger et de contraindre

les effets négatifs des mutations visibles sur le taux de respiration mitochondrial.

2.4.4 La réponse compensatoire mitochondriale aux mutations délétéres pourrait étre
limitée face a un niveau de stress trop élevé

Contrairement a l'effet attendu suite a une hausse du niveau de stress, le nombre de
copies d'ADNmt a diminué entre 18°C et 27°C dans les traitements d'accumulation de

mutations. Cette réponse plastique est a 1'opposé de ce qui avait été¢ précédemment observé chez
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les nématodes exposés a un stress thermique (Bratic et al. 2009). Cet effet négatif du stress
thermique rameéne la concentration en ADNmt des lignées MA au méme niveau que la
concentration du controéle non-MA qui, elle, reste stable. Des diminutions du nombre de copies
d'’ADNmt ont déja été documentées suivant l'exposition a un stress élevé (Lee et al. 1998;
Yuzefovych et al. 2013). Une étude a aussi montré que des souris knock-out pour I'enzyme de
défense anti-oxydante Sod2, qui doivent déja gérer un important niveau de stress oxydant basal,
ne réussissaient pas a générer la méme hausse compensatoire d ADNmt que leurs congéneres de
type sauvage lorsqu'elles étaient exposées a une nouvelle source de stress (Crane et al. 2013).
Ainsi, si un niveau modéré de stress peut générer une réponse compensatoire, un stress trop
important ou persistant pourrait empécher les mitochondries de maintenir cette réponse (Lee et
Wei 2005). La différence de plasticité thermique de I'ADNmt entre les traitements MA et non-
MA pourrait donc refléter une plus faible capacité des daphnies affectées par des mutations

spontanées a gérer une hausse de stress environnemental.

La grande variabilité inter-lignées pour le nombre de copies dADNmt indique que
certaines lignées pourraient avoir plus de difficulté a répliquer leur génome mitochondrial pour
le maintenir en concentration cellulaire suffisante, que ce soit en condition standard ou
stressante. Dans le cas de ces lignées MA Cu, les effets déléteres plus importants des mutations
accumulées pourraient ainsi représenter en eux-mémes un stress suffisamment important pour
compromettre la réponse compensatoire de I'ADNmt, méme en conditions thermiques
optimales. C'est particulierement le cas des lignées C268 et C291 qui ne présentent pas la méme
réponse compensatoire que les autres lignées MA a 18°C et dont le ratio ADNmt/ADNn est
encore davantage diminué a 27°C. Ces lignées, qui affichaient également les plus faibles
performances au niveau des traits d'histoire de vie, avaient été identifiées comme ayant
probablement une charge mutationnelle plus importante (chapitre 1). Les mutations déléteres
accumulées dans ces lignées pourraient entraver la réplication de 'ADNmt. Cet effet pourrait
étre médié par une hausse excessive de stress oxydatif causé¢ par ces mutations (Lee et Wei
2005). Une hypothése alternative, mais non mutuellement exclusive, serait que des mutations
dans la région controle de la D-loop —identifiée comme un hot-spot de mutations chez cette

espece— empéche la réplication efficace du génome mitochondrial (Xu et al. 2012). De telles
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mutations pourraient affecter la compatibilité entre les sites promoteurs de réplications situés
dans cette région et la polymérase mitochondriale (Burton, Ellison, et Harrison 2006). Des
diminutions du nombre de copies d'ADNmt ont été associées a des mutations dans la région de
la D-loop chez des cellules cancéreuses (Lee et al. 2004). Les lignées C268 et C291
réussissaient malgré tout & maintenir un taux de respiration mitochondrial similaire aux autres
lignées. Cette absence d'impact direct mesurable sur la respiration mitochondriale suggere que
le nombre de copies d'ADNmt maintenues chez ces daphnies reste suffisant pour assurer les

fonctions mitochondriales.

2.4.5 Conclusion

La plus faible capacité mitochondriale et la hausse du contenu en ADNmt observées
dans les traitements MA par rapport au controle non-MA indiquent que les fonctions
mitochondriales sont négativement affectées par les mutations accumulées dans ces traitements
pendant plus de 120 générations. Il s'agit ainsi de la premicre étude a montrer que
l'accumulation de mutations héréditaires peut avoir des effets déléteres sur les mitochondries.
Tel qu'attendu, nos résultats suggerent qu'une réponse compensatoire —comprenant, mais ne se
limitant pas nécessairement a une hausse du niveau d' ADNmt— peut étre déclenchée pour pallier
aux effets mutationnels. Cette réponse permettrait d'ajuster les fonctions mitochondriales et
pourrait expliquer le faible niveau de variation inter-lignées observé pour la capacité
mitochondriale. La réponse du niveau d'ADNmt est par ailleurs dépendante des conditions
environnementales. En conditions thermiques stressantes, les mécanismes compensatoires
pourraient étre limités et résulter en une baisse de la capacité respiratoire. Il serait intéressant de
tester si d'autres mécanismes mitochondriaux compensatoires sont activés chez ces lignées MA
de daphnies. Séquencer ' ADNmt afin d'identifier les mutations s'étant déposées dans les lignées
MA permettrait également de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les mutations

spontanées peuvent produire les effets observés sur la respiration mitochondriale.



CONCLUSION GENERALE

Le premier objectif de la présente étude visait & mieux comprendre comment la
présence d'un contaminant environnemental comme le cuivre peut affecter le phénotype des
organismes en modifiant le processus d'accumulation de mutations. Des études antérieures
avaient montré que les daphnies des lignées MA utilisées pour cette étude avaient un taux
d'accumulation de mutations supérieur a celui des daphnies contrdles et que les lignées
¢levées en présence de cuivre avaient un taux supérieur a celui des daphnies élevées en
milieu bénin pour certains types de mutations (Flynn et al. 2017; Chain et al. 2018).
Toutefois, les impacts phénotypiques de ces différences n'avaient pas encore été testés. Une
bonne compréhension de la distribution des effets mutationnels est essentielle pour évaluer
les conséquences potentielles de l'accumulation de mutations pour les populations
naturelles. Le deuxiéme objectif de notre étude était de tester plus spécifiquement comment
les fonctions mitochondriales sont affectées par les mutations spontanées accumulées en
présence ou non de cuivre. Les effets de 1'accumulation de mutations héréditaires sur le
phénotype mitochondrial n'avaient auparavant jamais été directement testés en dépit de la
plus grande sensibilité de 'ADNmt a ce processus évolutif. L'impact des mutations sur les
mitochondries nous apparaissait d'autant plus pertinent a tester que les variations
génotypiques et phénotypiques mitochondriales ont souvent été identifiées comme pouvant
avoir une influence importante sur les traits d'histoire de vie des organismes (par exemple
Denver et al. 2000; Ballard et al. 2007). Pour répondre a ces questions nous avons mesuré
et comparé des traits d'histoire de vie et des traits mitochondriaux de lignées de daphnies
ayant accumulé des mutations en milieu bénin et en milieu enrichi en cuivre ainsi que de
daphnies controles ayant été élevées dans un environnement limitant 1'accumulation de
mutations. Les traits phénotypiques ont ét¢é mesurés a température optimale (18°C) et

stressante (27°C) ou uniquement a température stressante. Ce choix a été motivé par les
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nombreux exemples retrouvés dans la littérature ou des conditions stressantes exacerbaient
les effets mutationnels (par exemple Krasovec ef al. 2016; Shabalina et al. 1997; Szafraniec

etal. 2001).

Les résultats des traits d'histoire de vie révelent des impacts phénotypiques plus
importants chez les daphnies ayant accumulé des mutations en présence de cuivre qu'en
milieu bénin. Les mutations spontanées accumulées dans les lignées MA Ctrl avaient peu
d'impact sur les traits d'histoire de vie des daphnies par rapport au contréle non MA. Une
seule des dix lignées testées se distinguait de la moyenne des daphnies contrdles avec un
délai prolongé avant la premicre portée et des portées moins productives, particulierement
en conditions thermiques stressantes. Le plus grand nombre de mutations accumulées se
traduisait aussi par une tendance non significative vers une plus faible fertilit¢ moyenne des
daphnies MA Ctrl que non MA lorsqu'elles étaient exposées a des conditions
environnementales stressantes. Parmi les lignées MA Cu, ce sont cinq des dix lignées
testées qui présentaient une réduction significative d'au moins un trait d'histoire de vie par
rapport a la moyenne des daphnies contrdles. De fagon globale, une différence significative
entre la moyenne de ce traitement et celle du groupe controle non-MA pour 1'age a premiére
portée a 18°C et pour la taille moyenne de portée a 27°C étaient aussi observées. Ces
résultats démontrent que l'exposition au cuivre peut non seulement modifier le processus
d'accumulation de mutations, mais que cela se traduit aussi au niveau du phénotype par des

effets mutationnels plus importants.

Nous émettons I'hypothése que les différences phénotypiques observées entre les
traitements MA Cu et MA Ctrl sont au moins partiellement imputables au plus grand
nombre de mutations de type CNVs (délétions ou duplications de longs fragments d'ADN)
s'étant déposées dans les génomes des lignées MA exposées au cuivre. Cette différence au
niveau du taux d'accumulation de mutations de type CNVs et, plus spécifiquement, de
larges délétions, était le principal patron mutationnel distinctif des lignées MA Cu par
rapport aux lignées MA Ctrl (Chain et al. 2018). En raison des disparités entre les lignées

¢chantillonnées par les deux études, des tests de corrélations entre les résultats
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génotypiques de Chain et al. (2018) et nos résultats phénotypiques n'ont pas été faits pour
tester cette hypothése. Nous pouvons toutefois souligner que parmi les huit lignées MA Cu
testées dans les deux études, les trois lignées qui avaient le plus grand nombre de CNVs
(i.e. C291, C251 et C281) ressortaient également comme ayant un impact mutationnel
négatif significatif pour au moins un des traits d'histoire de vie testés. Ces correspondances,
bien que limitées, suggerent que les effets phénotypiques observés dans les lignées
exposées au cuivre pourraient étre liés a la présence de quelques mutations de larges effets.
Cette étude met en lumiere la pertinence de conduire davantage de recherches combinant
séquencage et tests phénotypiques afin de mieux comprendre comment les mutations se
déposent, quels sont leurs impacts potentiels et comment ces parameétres sont influencés par

les conditions environnementales.

Pour les traits mitochondriaux, les résultats montrent que l'accumulation de
mutations se traduisait par des effets négatifs sur les fonctions respiratoires de ces
organites. En moyenne, les daphnies des deux traitements MA avaient une respiration
mitochondriale de 9 a 13% plus faible que celles du traitement contrdle selon les substrats
fournis (mesuré a 27°C). Ces différences étaient significatives pour les traitements MA Ctrl
et MA Cu au moins dans le cas de la respiration maximale mesurée avec les substrats des
voies NADH et succinate. Les lignées MA Ctrl présentaient également une hausse
significative de leur concentration relative en ADNmt en conditions thermiques standard.
La méme tendance était observée pour les lignées MA Cu, mais cette différence n'était pas
significative pour ce traitement, notamment en raison d'une plus grande variabilité inter-
lignées. Une hausse du nombre de copies d'ADNmt est une réponse compensatoire
mitochondriale qui a été notamment documentée suite a des pathologies, au vieillissement
et a I'exposition a des stress environnementaux (Lee et Wei 2005; Bratic et al. 2009;
Fetterman et al. 2017). La présence de cette réponse dans les lignées MA suggérent
¢galement que les mutations accumulées dans les lignées MA provoquent des effets
mitochondriaux négatifs. Notre étude est, a notre connaissance, la premiére a montrer que
les fonctions mitochondriales peuvent effectivement étre affectées négativement par

l'accumulation de mutations spontanées héréditaires.
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En affectant négativement la production énergétique, la diminution du taux de
respiration mitochondriale pourrait avoir des effets sur les traits d'histoire de vie. Toutefois,
la comparaison des résultats de respiration mitochondriale avec les données de traits
d'histoire de vie recueillies sur les mémes lignées de daphnies ne permet pas d'établir de
relation de corrélation. Les patrons généraux qui ressortaient dans l'analyse des traits
d'histoire de vie —soit de plus importants effets mutationnels dans le traitement MA Cu que
MA Ctrl et des effets variables entre les lignées— ne sont pas retrouvés pour la respiration
mitochondriale. Contrairement a ce qui était observé au niveau des traits d'histoire de vie,
les traitements MA Ctrl et MA Cu ne différaient pas entre eux pour aucun des parameétres
de respirométrie et aucune lignée MA ne présentait un phénotype significativement plus
faible que la moyenne du traitement contrdle pour ces variables. Ces patrons se distinguent
aussi de ce qui est généralement attendu et observé au niveau des effets phénotypiques des
expériences d'accumulation de mutations dans lesquelles les mutations accumulées de
fagon indépendante génerent habituellement une plus grande variabilité inter-lignées. Il est
possible que la capacit¢ des mitochondries a moduler leur activité par différents
mécanismes compensatoires puisse expliquer les plus faibles variabilités inter-lignées et
inter-traitements pour les variables de respirométrie. La présence d'une hausse
compensatoire du ratio ADNmt/ADNn chez les lignées MA Ctrl a 18°C supporte cette
hypothese. Toutefois, la réponse compensatoire des lignées ne se limite probablement pas a

ce seul mécanisme.

La réponse compensatoire mitochondriale pourrait aussi étre affectée négativement
par I'accumulation de mutations. Le ratio ADNmt/ADNn moyen du traitement MA Cu a
18°C, bien que légérement plus élevé que celui du groupe contrdle, ne se distinguait pas
significativement de ce dernier, mais était significativement plus faible que celui du
traitement MA Ctrl. Nous interprétons ce résultat comme une capacité limitée des lignées
MA Cu a générer une réponse mitochondriale compensatoire équivalente a celle observée
dans le traitement MA Ctrl en raison de leur taux d'accumulation de mutations plus
important. Ceci serait particuliérement vrai pour les lignées ayant accumulé davantage de

mutations. Cette hypothése est supportée par certaines correspondances entre les ratios
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ADNmt/ADNN, les traits d'histoire de vie et le nombre de CNVs accumulés chez les lignées
MA Cu. Les deux lignées ayant le plus faible ratio ADNmt/ADNn a 18°C comme a 27°C
sont les lignées C268 et C291. Ces lignées avaient déja été¢ identifiées comme ayant
probablement plus de mutations déléteéres puisqu'elles avaient aussi des effets mutationnels
négatifs sur leurs traits d'histoire de vies. Il s'agit notamment des deux lignées avec les plus
faibles valeurs adaptatives a 27°C. Une troisiéme lignée avait un ratio ADNmt/ADNn
significativement plus bas que la moyenne du controle a 27°C. Cette lignée, la C251,
affichait aussi une taille de portée plus faible en conditions de stress thermique. Au sein du
traitement MA Cu on note d'ailleurs une corrélation positive significative entre le ratio
ADNmt/ADNn et la taille de portée ou la valeur adaptative en conditions thermiques
optimales (voir ANNEXE I). A 27°C, ces corrélations sont aussi significatives bien que
plus faibles. Aussi, certaines lignées qui ressortent par leur plus faible concentration en
ADNmt avaient un taux de CNVs plus élevé. Par exemple, les lignées C251 et C291
avaient accumulé des CNVs. Malheureusement cette information n'était pas disponible pour

la lignée C268.

Une autre information importante qui ressort autant des analyses de traits d'histoire
de vie que de contenus en ADNmt est que l'exposition a des conditions thermiques
stressantes exacerbe plusieurs des effets négatifs de I'accumulation de mutations. En effet,
l'exposition a 27°C permettait de révéler une tendance vers une réduction de la taille
moyenne de portée chez les lignées MA Ctrl et une réduction significative de cette variable
chez les lignées MA Cu. Alors que les isolats contréles maintenaient leur ratio
ADNmt/ADNn entre 18°C et 27°C, les lignées MA voyaient leur ratio diminuer
significativement en conditions stressantes. Cette diminution est interprét¢é comme une
incapacité des lignées MA a maintenir leur réponse compensatoire aux effets des mutations
en conditions stressantes. Ces résultats sont similaires a ce qui avait été précédemment
observé dans d'autres expériences de lignées MA ou des conditions environnementales plus

stressantes exacerbaient les effets phénotypiques délétéres des mutations. A la lumiére de

nos données, il semble que les conséquences négatives de cette exacerbation pourraient étre
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particulicrement importantes pour les organismes ayant accumulé des mutations dans
d'autres conditions stressantes, ici l'exposition au cuivre. Ces résultats illustrent bien
comment l'accumulation et 1'expression des mutations spontanées dépendent du contexte
environnemental et souligne l'importance de tester les effets mutationnels dans plusieurs
conditions environnementales. Une bonne compréhension des interactions entre
I'accumulation de mutations et l'environnement est primordiale pour comprendre ce
processus et ses conséquences sur les populations naturelles. L'accumulation de mutations
légérement déléteres pourrait avoir des effets négatifs dans les populations si elle limite leur
capacité a répondre a un nouveau stress. L'exacerbation des effets mutationnels a haute
température était aussi généralement accompagnée d'une hausse de la variabilité
mutationnelle entre les lignées. Il a été suggéré que ce patron pourrait permettre de
tamponner les effets négatifs des mutations spontanées en permettant d'augmenter le taux

d'évolution des populations (Latta et al. 2015).

En conclusion, nos résultats montrent que 1'exposition au cuivre durant le processus
d'accumulation de mutations peut engendrer, a long terme, des effets phénotypiques
négatifs sur les fonctions physiologiques et les traits d'histoire de vie des daphnies,
particulierement si elles sont exposées a un stress environnemental supplémentaire comme
une hausse de température. Ces résultats suggerent que l'exposition & un contaminant
environnemental qui peut modifier le taux d'accumulation de mutation (par exemple King
et al. 2014; Somers et al. 2002) et/ou le type de mutations pourrait avoir des effets négatifs
sur le métabolisme des organismes sauvages et leur survie. Les conséquences de ces effets
mutationnels pour les populations naturelles restent difficiles a évaluer en raison des
nombreux facteurs concomitants qui influencent le devenir des mutations. Toutefois nos
résultats appuient 1'importance de tenir compte des impacts que les contaminants peuvent
avoir sur I'évolution des populations en modifiant le processus d'accumulation de mutations
légérement délétéres, particuliecrement dans un contexte de changements globaux. Ces
impacts qui sont difficilement mesurables a court terme sont souvent ignorés des études de

risques écotoxicologiques.
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En démontrant que 'accumulation de mutations spontanées héréditaires se traduit
chez les daphnies par une réduction du taux de respiration et une réponse compensatoire de
I'"ADNmt, notre étude apporte aussi des données empiriques importantes pour le débat
entourant la question du role relatif de l'accumulation de mutations délétéres dans
I'évolution de ces organites. L'absence de correspondance entre les effets mutationnels sur
la respiration mitochondriales et sur les traits d'histoire de vie ne permet pas de conclure,
comme il a déja été avancé, que les effets sur les fonctions physiologiques font le pont entre
le génotype et les effets phénotypiques sur les traits liés a la valeur adaptative. Toutefois,
les corrélations entre les traits d'histoire de vie et les ratios ADNmt/ADNn entre les
traitements et au sein du traitement MA Cu suggerent que les mécanismes de régulation des
fonctions mitochondriales pourraient jouer un role important dans la médiation des effets
mutationnels sur les fonctions mitochondriales, mais aussi les traits d'histoire de vie. Une
possible explication est que des mécanismes compensatoires mitochondriaux peuvent étre
activés pour tamponner les effets des mutations spontanées délétéres sur les fonctions
mitochondriales, mais que ces mécanismes sont limités en conditions stressantes ou dans

certaines lignées ayant accumulé plus de mutations déléteres.

Parmi les limites importantes de notre jeu de données notons le fait que les analyses
moléculaires disponibles ne recoupent que partiellement notre échantillonnage des lignées
MA et n'ont pas été faites sur les mémes isolats contrdles que ceux que nous avons testés
pour les traits phénotypiques. Aucune donnée sur le taux et les patrons de mutations ne sont
disponibles pour I'ADNmt. Les mutations accumulées dans ce génome jouent
vraisemblablement un réle dans les effets phénotypiques, au moins pour les effets sur le
métabolisme énergétique. Finalement les données de respirations mitochondriales n'ont été
mesurées qu'a 27°C et non a 18°C comme c'était le cas pour les autres données
phénotypiques. Il n'est donc pas possible de déterminer si la réduction du taux de
respiration mitochondriale des lignées MA observée a 27°C suit la diminution de la réponse
compensatoire de I'ADNmt et la réduction de la capacité de reproduction des lignées MA
observées a cette température. Afin de palier a certaines de ces limitations et de tester plus

avant les hypothéses sur les relations entre génotype et effets mutationnels mitochondriaux
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et plus complexes, nous prévoyons procéder a l'analyse des mutations des génomes
mitochondriaux des différentes lignées testées ainsi que d'isolats du groupe contrdle. De
plus, nous testerons si d'autres mécanismes compensatoires mitochondriaux sont activés de
fagon différentielle entre les traitements. Bien que, selon les résultats de l'activité de la
citrate synthase, le nombre de mitochondries ne semblait pas étre modifié suivant
I'accumulation de mutations, il serait possible de mesurer le contenue cellulaire en
mitochondrie de facon plus directe (Passos et al. 2007). Une autre réponse compensatoire
déja associée a des mutations mitochondriales et qui pourrait étre testée est la hausse de
l'expression de génes nucléaires codant pour des sous-unité mitochondriales (Ballard ef al.
2010) et de la concentration des protéines en résultant (Edgar et al. 2009). L'activité de la
LON protéase, une enzyme impliquée dans la dégradation des protéines oxydée pourrait
¢galement étre mesurée puisqu'elle a été¢ associée a la capacité des mitochondries a

répondre a une hausse du niveau de stress (Ngo, Pomatto, et Davies 2013).

Une autre question qui serait intéressante a explorer a la lumiére de nos résultats est
le role potentiel des especes réactives de 1'oxygéne comme mécanisme intermédiaire entre
I'accumulation de mutations et les différents effets phénotypiques observés. Plusieurs
¢tudes ont associ¢ une hausse du niveau de mutation a une hausse de production d'ERO
(Lee et Wei 2005; Wei et Lee 2002; Liu et Chen 2003). Dans une étude sur des lignées MA
de nématodes il a aussi ét¢ montré que les organismes ayant accumulé des mutations
spontanées avaient un niveau de production d'ERO et de dommages oxydatifs
significativement plus élevé que celui de leur ancétre commun (Joyner-Matos et al. 2013).
Une hausse du niveau d'ERO suite a l'accumulation de mutations légérement déléteres dans
les lignées de daphnies pourrait représenter un mécanisme physiologique intermédiaire
faisant le pont entre le génotype des lignées, les effets phénotypiques sur les traits
mitochondriaux et sur les traits plus complexes liés a la valeur adaptative. En effet, les
mitochondries sont la principale source de production cellulaire d'ERO et celle-ci est
reconnue comme un mécanisme important de régulation des fonctions mitochondriales. La
production d'ERO agirait notamment comme signal de rétroaction pour maintenir un taux

constant de respiration cellulaire (Moreno-Loshuertos e al. 2006; Sena et Chandel 2012).
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Des concentrations modérées d'ERO peuvent notamment déclencher une hausse
compensatoire du nombre de mitochondries et de copies d'ADNmt. Toutefois, en
concentrations plus élevées, les ERO peuvent avoir des effets néfastes en augmentant les
dommages oxydatifs et en perturbant la réponse cellulaire au stress (Lee et Wei 2005). La
réponse compensatoire variable du contenu en ADNmt des différentes lignées pourrait étre
associée a des niveaux de production d'ERO différentiels selon les mutations déposées dans
leurs génomes. Une hausse d'ERO a aussi été corrélé a une réduction de la survie et a la
sénescence (Passos et al. 2007; Sena et Chandel 2012). Afin de tester si ce mécanisme peut
étre associé¢ aux différences de contenus en ADNmt, de taux de reproduction et de valeur
adaptative le niveau de production d'ERO des différentes lignées et des isolats controles
pourrait étre comparé. Pour ce faire il serait possible de mesurer un ou plusieurs indicateurs
d'ERO comme le taux d'activité¢ d'enzymes antioxydantes telles que la catalase et la super-
oxyde dismutase (De Block et Stoks 2008) ou encore le niveau de dommages oxydatifs a

I'"ADN (Joyner-Matos et al. 2013) des daphnies.



ANNEXE I

CORRELATIONS ENTRE LES RATIOS ADNmt/ADNn ET LES TRAITS D'HISTOIRE DE VIE
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Figure A1 : Corrélation entre les moyennes des ratios
ADNmt/ADNn et les moyennes de la taille moyenne de
portée des lignées MA Cu.
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Figure A2 : Corrélation entre les moyennes des ratios
ADNmt/ADNn et les moyennes de la valeur
adaptative des lignées MA Cu.
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