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RESUME

La polyploidie est souvent liée au phénomene de parthénogénese géographique dans
lequel les organismes asexués occupent des environnements plus extrémes que leur vis-
a-vis sexués. Chez les daphnies du complexe Daphnia pulex, la polyploidie est
généralement associée a des latitudes élevées. Plus précisément, la distribution de la
polyploidie chez ce complexe suit un patron géographique dans lequel les régions
tempérées comportent uniquement des daphnies diploides et les régions arctiques,
principalement des daphnies polyploides. Les capacités métaboliques des ectothermes
en milieu froid devant étre adaptées a la courte saison de croissance, il est logique de
s'intéresser a celles-ci pour tenter d'expliquer la distribution des daphnies polyploides.
L’objectif de cette étude €tait d’évaluer I’effet de la polyploidie sur le métabolisme de
daphnies du complexe D. pulex. Pour ce faire, des mesures de consommation d'oxygene
a 10 et 20 °C ont été effectuées sur des clones diploides et polyploides acclimatés a 10
et 20°C provenant des régions subarctiques de Kuujjuaraapik (Qc, Canada) et de
Churchill (Mn, Canada). L'activité de Ia citrate synthase a été¢ mise en paralléle avec les
données de respiration. Les résultats montrent l'absence d'effet de la polyploidie sur les
capacités métaboliques des daphnies de l'étude. Cependant, les daphnies des deux
niveaux de ploidie montrent une grande variabilité interclonale pouvant s'expliquer par
la diversit¢ de leurs génomes nucléaire et mitochondrial. Le facteur expliquant la
distribution des daphnies polyploides n'impliquant pas directement le métabolisme,
d’autres avenues de recherche pourraient étre explorées, soit au niveau du taux de
croissance en relation avec I’ADNr ou au niveau du stade dormant des daphnies.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION GENERALE

1.1 La polyploidie

1.1.1  Occurrence et formation

La polyploidie est un phénomeéne évolutif qui se traduit par la présence de plus de
deux séries complétes de chromosomes (Stebbins, 1950; 1971; cité dans Otto et
Whitton, 2000). Elle est trés répandue dans le régne végétal ou elle constitue entre 30 et
80 % du nombre total d’especes (Masterson, 1994; Otto et Whitton, 2000). Elle est
également présente chez les animaux, mais de fagon plus rare et sporadique (Muller,
1925 cité dans Orr, 1990). La polyploidie survient suite a de rares accidents au niveau
de la mitose ou de la méiose qui provoquent la formation de gamétes non réduites
(Comai, 2005). Selon l'origine de leur formation, les organismes polyploides sont
habituellement divisés en deux groupes distincts. Les autopolyploides sont formés suite
a des mutations au sein d’un méme génome menant a 'union de mémes séries de
chromosomes alors que les allopolyploides proviennent de I’hybridation entre deux
especes menant a |'union de deux séries ou plus de chromosomes différents (Otto,
2007). En réalité, il existe plutot un gradient entre ces deux extrémes qui dépend de la
divergence existant entre les génomes qui s’unissent (Otto et Whitton, 2000; Comai,

2005).



1.1.2  Conséquences génétiques

Plusieurs conséquences génétiques sont liées a la formation d’organismes
polyploides. Ainsi, le maintien de certains hybrides polyploides (allopolyploidie) peut
étre li€ au phénomeéne d’hétérosis dans lequel le fitness de I’hybride est supérieur a celui
des deux espéces parentales. La formation d’un tel hybride peut toutefois provoquer la
situation inverse ou celui-ci sera moins bien adapté que les espéces parentales (Comai,
2005). La redondance de genes et leur maintien peuvent avoir différentes explications.
D’abord, les multiples copies d’un méme gene possédées par un polyploide permettent
de masquer plus efficacement les all¢les déléteres comparativement aux diploides (Otto
et Whitton, 2000; Frankham et al., 2002). Parallelement & cette situation, les
polyploides ont également de plus fortes probabilités de porter un alléle bénéfique pour
la population. En second lieu, la sélection envers une expression génique accrue pourrait
favoriser le maintien de plusieurs copies d’un méme gene (Otto et Whitton, 2000).
Finalement, il est possible que certaines copies d’un geéne acquierent de nouvelles
fonctions. Une copie du geéne pourra étre utilisée pour remplir une sous fonction déja
existante (subfonctionalisation, i.e. expression génique différentielle selon les tissus;
Lynch et Force, 2000; Adams et al., 2003; Otto, 2003) ou générer une nouvelle fonction

(néofonctionalisation; Osborn et al., 2003).



1.1.3 Effets phénotypiques

La polyploidie est associée a une augmentation du contenu en ADN des cellules,
donc de la taille du génome. Cette augmentation de la taille du génome est
habituellement liée & quelques modifications phénotypiques. D’abord, 1’observation la
plus commune li€e a celle-ci est I’augmentation du volume cellulaire (Cavalier-Smith,
1978; Gregory, 2001). Plusieurs especes de plathelminthes et de copépodes montrent
une relation allométrique positive entre leur volume cellulaire et leur taille de génome;
ce qui se traduit également par une augmentation de leur taille corporelle (Gregory et
al., 2000). La relation entre le volume d’une cellule et son contenu en ADN est
également retrouvée chez plusieurs vertébrés dont les poissons, les amphibiens, les
reptiles, les oiseaux et les mammiféres, mais la nature de cette relation est variable d’un
groupe a autre et selon ’environnement (Gregory, 2001; Otto, 2007). Chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, la taille des cellules a ¢té comparée entre quatre (4) souches
ayant comme unique différence leur niveau de ploidie (allant de In a 4n); montrant ainsi
une relation positive entre ce paramétre et le niveau de ploidie (Galitski et al., 1999).
Bien que la polyploidie soit liée a des cellules de plus grande taille, cette situation ne se
traduit pas obligatoirement par une taille corporelle adulte supérieure : elle est associée
de facon générale a une augmentation de la taille corporelle adulte chez les plantes et les
invertébrés, mais pas chez les vertébrés (Otto et Whitton, 2000; Gregory et Mable,

2005).



Au niveau de la vitesse de développement, le contenu en ADN des cellules a une
forte relation négative avec le taux de division cellulaire mitotique ou méiotique des
cellules pour plusieurs groupes (Gregory, 2001). Cette situation tiendrait au fait qu’un
plus grand contenu en ADN dans la cellule augmente le temps de réplication en
prévision de la division cellulaire. De plus, les plus grandes cellules tendent a avoir un
rapport surface/volume inférieur, ce qui se traduirait en faible taux de croissance des
cellules polyploides (Otto, 2007). Chez les plantes, les polyploides tendent a montrer un
développement ralenti lié a de faibles taux métaboliques (Levin, 1983). De plus, les
stratégies de développement chez les plantes ont un lien avec la taille du génome. Les
plantes annuelles doivent se développer rapidement pour compléter leur cycle de vie a
I’intérieur d’une saison de croissance. Pour les vivaces, le développement est lent, car il
s’é¢tend sur plusieurs saisons de croissance. En association avec leur taux de
développement, les vivaces ont habituellement des tailles de génome supérieures a
celles des annuelles (Gregory, 2002). Chez plusieurs especes d’amphibiens (grenouilles
et salamandres), 11 y a une relation positive entre la taille du génome et le temps de
développement (Gregory, 2002). Chez les arthropodes, les €tudes s’intéressant a la
variation de la taille du génome en lien avec ses effets phénotypiques sont rares.
Quelques études concernant les copépodes ont toutefois montré une relation négative

significative entre la taille du génome et la vitesse de développement (McLaren et al,,

1988; White et McLaren, 2000).



Il est souvent avancé que les organismes polyploides sont tolérants a une plus
grande gamme de conditions environnementales grace a 1’augmentation de
I’hétérozygotie permettant une plus grande flexibilité métabolique (Otto et Whitton,
2000). Chez les animaux, de meilleures performances métaboliques de polyploides
comparativement a leurs vis-a-vis diploides ont été observées chez les artémies (Varo et
al., 1991,1998) et chez les geckos du genre Heteronotia (Kearney et al., 2005).
Cependant, les cas répertoriés a ce sujet sont rares et il n’est pas possible de considérer

la plus grande flexibilité métabolique comme une généralité.

1.2 La parthénogénése géographique

Les organismes asexués ont souvent tendance a occuper des habitats aux
conditions plus extrémes que leurs progéniteurs sexués. Ainsi, les asexués sont souvent
retrouvés a des altitudes et des latitudes plus élevées et occupent de plus vastes
territoires que leurs vis-a-vis sexués. Ce phénoméne est appelé parthénogénese
géographique (Vandel, 1928). La reproduction sexuée constitue une importante barriére
a |’établissement des organismes polyploides du regne animal. De ce fait, la
parthénogénese, malgré sa faible fréquence, est étroitement liée a la polyploidie chez les

animaux (2/3 des animaux polyploides sont parthénogenes; Otto et Whitton, 2000).

Face au phénoméne de la parthénogénese géographique, quelques chercheurs se
sont penchés sur le succes ¢cologique et évolutif des asexués. Ainsi, ils ont voulu savoir
si ’asexualité est la principale cause du succes évolutif de certaines espéces ou bien s’il

s’agit de phénomenes étroitement liés a celle-ci, soit la polyploidie et I’hybridation. Ils



en sont venus a la conclusion que ce n’est pas 1’asexualité en elle-méme qui explique le
succes é€volutif, car plusieurs plantes allopolyploides sexuées ont une répartition
semblable aux patrons de parthénogénese géographique (Kearney, 2005; Lundmark et
Saura, 2006). Kearney (2005) suppose que ’hybridation constitue le principal facteur
responsable du succes écologique des organismes parthénogénes dans la colonisation
des nouveaux environnements laissés vacants par le retrait des glaces a la fin du
Pléistocéne. Cependant, cette prise de position a été critiquée et débattue (Lundmark,
2006). Selon Lundmark et Saura (2006), la polyploidie est le facteur le plus important
dans I’explication du succés évolutif des organismes clonaux et particulicrement des
invertébrés parthénogenes. Ils considérent plutdt ’hybridation comme une étape vers la
polyploidisation ou comme un phénoméne complémentaire a la polyploidie qui
augmente |’effet de chacun (Lundmark et Saura, 2006). De cette fagon, la polyploidie
semble expliquer une part importante du succés des organismes asexu€s, mais

I’hybridation doit quand méme étre prise en considération.

1.3 Le systéme des daphnies

Dans I’est du Canada, le complexe Daphnia pulex est trés répandu et il inclut les
especes D. pulex, D. pulicaria et D. middendorffiana. D. pulex est habituellement
retrouvé dans les étangs peu profonds alors que D. pulicaria se retrouve dans les lacs.
Ces deux espéces sont diploides, se retrouvent dans les zones tempérées et utilisent deux
modes de reproduction, soit la parthénogénese cyclique et la parthénogénese obligatoire.
Les hybrides de premiere génération entre D. pulex et D. pulicaria ne se reproduisent

que par parthénogéneése obligatoire (Hebert ef al., 1993). La polyploidie semble associée



a des latitudes élevées (Dufresne et Hebert, 1995), mais également a des altitudes
élevées (Aguilera et al.,, 2007). Dans les zones subarctiques, des populations de
daphnies apomictiques diploides et polyploides coexistent alors qu’en milieu arctique,
la plupart des clones du complexe D. pulex sont polyploides (Beaton et Hebert, 1988).
D. middendorffiana est une espéce polyploide circumarctique qui a une origine
polyphylétique généralement liée a I’hybridation entre deux espéces : D. pulicaria
comme espece maternelle et D. pulex comme espece paternelle (Dufresne et Hebert,
1994; 1997). Cependant, quelques cas de clones polyploides ayant un génome
mitochondrial de D. pulex, donc n’étant pas de ’espéce D. middendorffiana, ont

récemment été identifi¢s (Vergilino et al., 2009).

La comparaison des traits d’histoire de vie entre des clones diploides et
polyploides du complexe D. pulex a été initialement réalisée a 20°C sur des daphnies
provenant de Churchill au Manitoba (Weider, 1987). A cette température, les daphnies
polyploides atteignaient la maturité sexuelle & un 4ge et une taille supérieurs aux
diplotdes. De plus, les clones polyploides donnaient naissance a de plus petites portées,
mais a des néonates de plus grande taille que les diploides (Weider, 1987). La
température a ensuite été ajoutée dans la comparaison entre diploides et polyploides
(Dufresne et Hebert, 1998). Ainsi, trois températures ont €té testées, soit 10, 17 et 24°C.
Sous toutes ces températures, les individus polyploides avaient une plus grande taille
adulte ainsi que des oeufs et des néonates plus gros que les diploides. Contrairement aux
températures plus élevées, les polyploides élevés a 10°C ont atteint la maturité sexuelle

plus rapidement que les diploides. Cette situation serait avantageuse pour les



polyploides qui peuvent coloniser les étangs plus rapidement a faible température

(Dufresne et Hebert, 1998).

1.4  La problématique

La présence de clones de daphnies diploides et polyploides dans la région
subarctique permet d’évaluer |’effet de la polyploidie a plusieurs niveaux en vue
d’identifier de potentiels avantages écologiques de celle-ci dans les environnements
extrémes comme [’Arctique. Le métabolisme représente un aspect important de la
physiologie d’un organisme qui est susceptible d’expliquer son succés dans un
environnement particulier. I est donc intéressant de s’attarder a I’etfet de la polyploidie

sur celui-ci.

1.4.1 Le métabolisme

1.4.1.1 Effet de la température et de la taille

La température et la taille corporelle affectent le métabolisme d’un organisme. Ces
facteurs ont des effets comparables autant chez les microbes que chez les ectothermes et
les endothermes, mais a différentes échelles (Gillooly et al., 2001). L’augmentation de
taille d’un organisme est associée avec une augmentation du métabolisme comme c’est
le cas avec Daphnia pulex ou la consommation d’oxygene est 16 fois plus élevée chez
un organisme de 4 mm que celui de 1,4 mm (Paul e al., 1997). Cependant,

’augmentation de taille reflete également une diminution du métabolisme relativement



a la masse. Gillooly er al. (2001) avancent que le taux métabolique chez un organisme
est largement gouverné par deux facteurs interagissant entre eux: la relation
allométrique décrivant comment le taux des processus métaboliques varie avec la masse

3/4

corporelle (taux métabolique d’un organisme complet o« masse™ ) et le facteur de

Boltzmann décrivant la dépendance thermique des processus biochimiques impliqués
dans le métabolisme. Une élévation de température provoque une augmentation du
métabolisme par son effet sur les réactions biochimiques survenant au niveau cellulaire
(Hochacka et Somero, 1984). Une étude réalisée sur le métabolisme de cing (5) especes
de daphnies (D. pulex, D. pulicaria, D. hyalina, D. obtusa et D. magna) a révélé une
augmentation du taux de respiration de celles-ci avec la température; I’accroissement le
plus important étant chez les juvéniles (Simcic et Brancelj, 1997). Une comparaison du
budget énergétique des daphnies arctiques et tempérées selon la température semble
indiquer qu’elles ont les mémes capacités métaboliques. Cependant, |’étalement
thermique du taux de respiration se déplace d’environ 5 °C vers les températures plus

froides chez les daphnies arctiques (Yurista, 1999).

1.4.1.2  Acclimatation thermique chez les ectothermes

Les environnements extrémes comportent des éléments de nature physique,
chimique ou climatologique y rendant la colonisation difficile. Les régions de latitudes
élevées sont caractérisées par une faible température ambiante et une courte saison de
croissance. La survie d’organismes ectothermes dans de telles régions dépend alors de
leurs adaptations aux températures froides (Hochachka et Somero, 2002; Portner et al.,

2006). Les processus physiologiques sont directement liés a la température qui affecte



[Pactivité de plusieurs enzymes ainsi que la fluidit¢é membranaire (Hochachka et
Somero, 1984). Chez les ectothermes, de faibles températures ambiantes devraient donc
correspondre a une diminution de leur taux métabolique. Cependant, des mécanismes de
thermocompensation viennent contrecarrer les effets des basses températures. Une
acclimatation a ces conditions provoque une augmentation du métabolisme permettant
d’adapter la croissance et la reproduction a la courte saison de croissance (Chown et

Gaston, 2000; Portner ef al., 2006 ; Morley et al., 2009).
1.4.1.3 Effet de la polyploidie

Il ne semble pas y avoir de consensus quant a ’effet de la polyploidie sur la
consommation d’oxygene. Les quelques études qui s’intéressent au sujet ne ménent pas
toutes a la méme conclusion. Chez les artémies, 1’élévation de température provoque
une augmentation moins rapide de la consommation d’oxygeéne chez la souche
tétraploide parthénogene que chez les souches diploides parthénogene ou sexuée. La
polyploidie semble conférer une meilleure tolérance aux températures élevées et ce, tant
au stade nauplii qu’au niveau adulte (Varo ef al., 1991; 1998). Une étude effectuée sur
les geckos du genre Heteronotia a révélé que lés souches parthénogénes triploides
pouvaient atteindre un taux de respiration maximum supérieur comparativement aux
deux souches parentales diploides (Kearney et al., 2005). Cette observation n’est
cependant pas généralisable. Aucun effet de la polyploidie n’a été détecté chez les
grenouilles du genre Hyla (Kamel et al., 1985), chez les salamandres du genre
Ambystoma (Licht et Bogart, 1990) et chez les lézards du genre Crnemidophorus

(Cullum, 1997).
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En milieu naturel, la polyploidie est un phénoméne observé sur une large gamme
de poissons allant des Chondrichtyens aux Téléostéens intermédiaires (Leggatt et
Iwama, 2003; Le Comber et Smith, 2004; Maxime, 2008). Il est également possible
d’induire artificiellement la polyploidiec chez plusieurs espéces de poissons.
L’application d’un choc thermique, chimique ou physique sur des oeufs fertilisés
initialement diplofdes induit la formation de poissons triploides (Maxime, 2008; Piferrer
et al., 2009). De ce fait, plusieurs études ont comparé les capacités métaboliques
d’individus triploides formés artificiellement avec celles des souches diploides ayant
servi a leur formation. Chez les salmonidés, des analyses comparatives triploides-
diploides au niveau de la consommation d’oxygeéne ont été réalisées tant aux stades
adulte et juvénile (Bernier er al, 2004; Atkins et Benfey, 2008) qu’aux stades
embryonnaire et larvaire (Oliva-Teles et Kaushik, 1987 ; 1990). Celles-ci n’ont pas
permis de détecter d’effet de la polyploidie sur la consommation d’oxygéne, ce qui est
¢galement le cas chez Pomoxis annularis (Centrarchidae; Parson, 1993) et chez Silurus

asotus (Siluridae; Seol et al., 2008).
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1.5 Objectif de I’étude et prédictions

L’objectif de cette étude était d’évaluer leffet de la polyploidie sur le
métabolisme de daphnies subarctiques du complexe D. pulex. Pour y parvenir, les
capacités métaboliques de clones diploides et polyploides préalablement acclimatés a 10
et 20°C ont été évaluées en mesurant leur consommation d’oxygene également a 10 et

20°C. Ce montage expérimental a permis d’émettre les prédictions suivantes :

1) Les clones polyploides auront une consommation d’oxygene (métabolisme
aérobie) supérieure a celle des clones diploides a faible température (10°C). A
température plus élevée (20°C), la situation inverse prévaudra. Cette prédiction est en
lien avec les observations de Dufresne et Hebert (1998). Celles-ci montraient qu’a faible
température, le taux de croissance supérieur des polyploides leur permettait |’atteinte
hative de leur maturité sexuelle comparativement aux diploides; cette situation

s’inversant aux températures plus élevées.

2) Pour les deux températures de respiration (10 et 20°C), les daphnies acclimatées
a 10°C consommeront plus d’oxygéne que celles ayant été acclimatées a 20°C. A 10°C,
ia réponse d’acclimatation sera pius marquée chez les clones polyploides qui auront une
consommation d’oxygene supérieure a celle des diploides. Cette prédiction vient du fait
que des mécanismes de thermocompensation viennent améliorer les performances
métaboliques chez les ectothermes. L’acclimatation & de faibles températures aurait

comme résultante une meilleure flexibilité métabolique permettant une bonne efficacité



a basse température et un maintien de celle-ci avec I’augmentation de température

(Clarke, 1991; Portner et al., 2006).

Les données de consommation d’oxygeéne ont ét¢ mises en paralléle avec des
mesures d’activité de la citrate synthase. Cette enzyme constituant la voie d’entrée du
carbone dans le cycle de Krebs, elle est un indicateur du métabolisme aérobie et du

volume mitochondrial (Berges et Ballantyne, 1991), ce qui méne a la prédiction :

3) Les clones polyploides auront des niveaux plus élevés d’activité de la citrate
synthase que les diploides. Cette situation reflétera un plus grand volume mitochondrial
chez les daphnies polyploides 1ié a une acclimatation plus efficace face aux basses

températures des régions de latitude €levée.
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2.1 Résumé

La polyploidie est souvent liée au phénomeéne de parthénogénése géographique
dans lequel les organismes asexués occupent des environnements plus extrémes que leur
vis-a-vis sexués. Chez les daphnies du complexe Daphnia pulex, la polyploidie est
généralement associée a des latitudes élevées. Plus précisément, la distribution de la
polyploidie chez ce complexe suit un patron géographique dans lequel les régions
tempérées comportent uniquement des daphnies diploides et les régions arctiques,
principalement des daphnies polyploides. Les capacités métaboliques des ectothermes
en milieu froid devant &tre adaptées & la courte saison de croissance, il est logique de
s'intéresser a celles-ci pour tenter d'expliquer la distribution des daphnies polyploides.
L’objectif de cette étude était d’évaluer 1’effet de la polyploidie sur le métabolisme de
daphnies du complexe D. pulex. Pour ce faire, des mesures de consommation d'oxygene
a 10 et 20°C ont été effectuées sur des clones diploides et polyploides acclimatés a 10 et
20°C provenant des régions subarctiques de Kuujjuaraapik (Qc, Canada) et de Churchill
(Mn, Canada). L'activité de la citrate synthase a ét¢ mise en parallele avec les données
de respiration. Les résultats montrent l'absence d'effet de la polyploidie sur les capacités
métaboliques des daphnies de l'étude. Cependant, les daphnies des deux niveaux de
ploidie montrent une grande variabilité interclonale pouvant s'expliquer par la diversité

de leurs génomes nucléaire et mitochondrial.



2.2 Introduction

La température est un facteur abiotique majeur affectant les organismes et un
facteur de régulation des écosystémes aquatiques (Mitchell et Lampert, 2000). Celle-ci a
des impacts au niveau du taux des processus biochimiques et physiologiques des
organismes (Hochachka et Somero, 1984). Les régions de latitudes élevées étant
caractérisées par une faible température ambiante et une courte saison de croissance, les
ectothermes qui vivent dans ces environnements froids sur une base saisonniére ou
annuelle ont a faire face aux effets contraignants des basses températures sur les taux
physiologiques tels que la diffusion des substrats et I’activité enzymatique (Portner et
al., 2006; Morley er al., 2009). Face a ces contraintes physiologiques thermiques, les
ectothermes ont deux possibilités : soit se soumettre a la réduction des taux de réaction
en adoptant un style de vie qui limite les dépenses énergétiques, soit en développant des
adaptations leur permettant de maintenir des taux d’activités supérieurs a ceux attendus

aux températures froides (Morley et al., 2009).

L’adaptation métabolique au froid ou la thermocompensation est le maintien de
taux physiologiques et de leurs étendues face a des changements thermiques (Clarke,
1991; Portner ez al., 2006). Les mécanismes de thermocompensation viennent limiter les
effets contraignants des basses températures. Ainsi |’acclimatation aux températures
froides permet I’augmentation des taux métaboliques comparativement a ce qu’ils
devraient étre & ces températures. Ces mécanismes permettent d’adapter la croissance et
la reproduction a la courte saison de croissance caractéristique des zones géographiques

de latitude €élevée (Chown et Gaston, 2000).
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Parmi les mécanismes de thermocompensation, la prolifération mitochondriale
est une réponse souvent observée face a la limitation thermique due au froid (Morley et
al., 2009). Pour compenser la diminution de la capacité mitochondriale due au froid,
plusieurs espéces de poissons et certaines espéces de mollusques antarctiques
maintiennent leur capacité de métabolisme aérobie par I’augmentation de la densité
mitochondriale de leurs muscles (Portner, 2002; Morley er al., 2009). Les mécanismes
d’acclimatation ne se traduisent pas seulement par une augmentation de la densité
mitochondriale. En effet, au niveau de la mitochondrie, des changements au niveau de la
structure et de I’activité des enzymes (Guderley, 2004), de la densité des membranes
internes (cristae) (St-Pierre er al., 1998) et de la fluidité et de la composition des

membranes (Hochahka et Somero, 2002) peuvent également survenir.

En réponse au froid, I’énergie d’activation estimée par les courbes d’Arrhénius
peut étre abaissée pour augmenter ’activité des enzymes (Guderley et Blier, 1988).
Cependant, lorsque 1’adaptation au froid est liée a la prolifération mitochondriale, la
situation inverse (augmentation de I’énergie d’activation) peut survenir, produisant ainsi
une dépression métabolique visant a limiter les colts métaboliques associés a la
prolifération mitochondriale (Portner er al., 2007). 11 s’agit |a d’un compromis au niveau
d’une adaptation thermique. Puisque les ressources énergétiques sont limitées,
I’amélioration des caractéristiques d’un trait est atteignable seulement au détriment d’un
ou d’autres traits (Portner, 2002; Portner et al., 2006). Dans le cas de la prolifération
mitochondriale, un des compromis possibles est [’augmentation du niveau d’énergie

d’activation d’Arrhénius (Portner et al., 2006).
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Dans les régions froides de latitude élevée, des organismes asexués occupent de
vastes territoires caracté€risés par des conditions environnementales difficiles.
Parallelement a cette situation, leurs vis-a-vis sexués sont généralement situés dans les
zones tempérées. Ce patron différentiel de distribution des organismes asexués et sexués
correspond & la parthénogénése géographique (Vandel, 1928). Chez les animaux, la
polyploidie est fréquemment associée a [’asexualité, car la reproduction sexuée
constitue une barriére a I’établissement de celle-ci pour certains groupes mais non pour
d’autres (2/3 des animaux polyploides sont parthénogéenes ; Orr, 1990; Otto et Whitton,
2000). De ce fait, le patron de d‘istribution géographique des animaux polyploides est

souvent li¢ a la parthénogénése géographique.

Les effets phénotypiques associés aux organismes polyploides sont liés a leur
plus grande taille de génome. Face a |'augmentation de la taille du génome,
I’augmentation du volume cellulaire est ’effet le plus communément observé (Cavalier-
Smith, 1978; Gregory, 2001). Cette relation a ¢été observée chez les invertébrés
(plathelminthes et copépodes; Gregory et al., 2000) et chez plusieurs vertébrés dont les
poissons, les amphibiens, les reptiles, les oiseaux et les mammiféres, mais elle est
variable selon le groupe et I’environnement (Gregory, 2001; Otto, 2007). Quatre (4)
souches de la levure Saccharomyces cerevisiae avec des niveaux de ploidie différents
(In a 4n) ont montré une relation positive entre la taille de leur cellules et celle de leur
génome (Galitski er al., 1999). Si la polyploidie est liée a de plus grandes tailles de
cellules, cela ne se traduit pas obligatoirement par I’obtention d’une taille corporelle
adulte supérieure. En effet, il y a généralement une augmentation de la taille corporelle

adulte chez les plantes et les invertébrés, mais ce n’est pas le cas pour les vertébrés
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(Otto et Whitton, 2000; Gregory et Mable, 2005). La taille du génome peut également
influencer la vitesse de développement. Ainsi, une taille supérieure de génome se traduit
par une diminution de la vitesse de développement notamment chez les plantes (Levin,
1983; Gregory, 2002), les amphibiens (Gregory, 2002) et les copépodes (McLaren et
al,, 1988; White et McLaren, 2000). Face a cette relation, la taille du génome est un
facteur contraignant de la vitesse de développement, parce qu’elle est associée a la
vitesse de division cellulaire (Gregory, 2001; 2002). Pour expliquer le succés évolutif
des organismes polyploides, il est souvent proposé que ces derniers sont tolérants & une
plus grande gamme de conditions environnementales que leurs vis-a-vis diploides; cela
étant di a l"augmentation de 1’hétérozygotie favorisant une flexibilité métabolique
accrue (Otto et Whitton, 2000). Puisque seulement de rares cas viennent appuyer cette
hypothése (artémies :Varo et al., 1991,1998; geckos : Kearney et al., 2005), la plus
grande flexibilité métabolique des polyploides ne peut pas étre considérée comme une

généralité.

Les différentes espéces de daphnies du complexe Daphnia pulex constituent un
bon systéme pour tenter d’élucider le succes évolutif des organismes polyploides dans
les régions de latitude élevée. La distribution des daphnies polyploides de ce complexe
est lide aux régions de latitude élevée (Dufresne et Hebert, 1995). Dans les régions
arctiques, les populations de daphnies sont apomictiques et majoritairement polyploides
alors qu’au niveau subarctique, des clones diploides et polyploides coexistent (Beaton et
Hebert, 1988). Dans I’est du Canada, les trois principales espéces du complexe D. pulex
sont D. pulex, D. pulicaria et D. middendorffiana. D. pulex et D. pulicaria sont

diploides et dans les régions tempérées, elles peuvent se reproduire par parthénogénése
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cyclique ou obligatoire; ce qui n’est pas le cas de leurs hybrides de premiére génération
qui se reproduisent uniquement par parthénogénése obligatoire (Hebert e al., 1993). D.
middendorffiana est une espéce polyploide circumarctique ayant une origine
polyphylétique liée a ’hybridation entre D. pulicaria comme espece maternelle et D.
pulex comme espéce paternelle (Dufresne et Hebert, 1994; 1997). Récemment, des
clones polyploides ayant un génome mitochondrial de D. pulex (espéce maternelle) ont
été identifiés, ce qui ne correspond pas a la structure génétique habituelle de D.

middendorffiana (Vergilino et al., 2009).

Chez les daphnies du complexe D. pulex, les polyploides possedent de plus
grands néonates et une plus grande taille adulte, mais de plus petites portées que leurs
vis-a-vis diploides (Weider, 1997, Dufresne et Hebert, 1998). A faible température, les
polyploides atteignent leur maturité sexuelle plus rapidement que les diploides; cette

situation s’inversant aux températures plus élevées (Dufresne et Hebert, 1998).

L’objectif de cette étude était d’évaluer l’effet de la polyploidie sur le
métabolisme de daphnies subarctiques du complexe D. pulex. Pour y parvenir, des
mesures de consommation d’oxygéne a 10 et 20°C et des mesures d’activité de la citrate
synthase ont été effectuées sur des clones diploides et polyploides acclimatés a deux
températures, soit 10 et 20°C. En considérant les observations de Dufresne et Hebert
(1998), nous prédisons que les polyploides auront une consommation d’oxygene
supérieure a celle des clones diploides a faible température (10°C) et qu’a température
plus élevée (20°C), la situation inverse prévaudra. Parallelement a cette prédiction, les

clones polyploides devratent avoir une réponse d’acclimatation plus marquée que les
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diploides a 10°C, leur permettant ainsi d’avoir une consommation d’oxygene supérieure
a ces derniers. En considérant une thermocompensation (Clarke, 1991; Portner et al.,
2006) plus efficace chez les polyploides, ceux-ci devraient avoir une activité plus
importante de la citrate synthase que les diploides, ce qui refléterait un plus grand
volume mitochondrial (Berges et Ballantyne, 1991). Cette situation serait
potentiellement explicable par la prolifération mitochondriale comme adaptation

métabolique au froid (Portner, 2002; Morley et al., 2009).

2.3 Matériel et méthodes

2.3.1 Provenance des daphnies

Les daphnies utilisées dans cette étude appartiennent au complexe D. pulex et
proviennent d’étangs peu profonds de deux régions subarctiques bordant la Baie
d’Hudson. Dix (10) clones proviennent d’un échantillonnage de juillet 2006 dans la
région de Kuujjuaraapik, Nunavik, Canada (55° 19” N; 77° 29” O et 55° 18’ N; 77° 44’
0). Quatre (4) clones proviennent d’échantillonnage de juillet 2005 et 2006 dans la

région de Churchill, Manitoba, Canada (58° 44> N; 99° 03” O).

2.3.2 ldentification des clones et de leui niveau de ploidie

Plusieurs clones diploides et triploides ont été utilisés pour s’assurer d’une bonne
représentation de chaque niveau de ploidie. Ceux-ci ont été identifiés a I’aide de deux
méthodes conjointes. Initialement, les différentes lignées clonales ont été caractérisées
par électrophorése de protéines sur acétate de cellulose. La variation de trois (3)

allozymes (amino aspartate transférase (AAT), phosphoglucomutase (PGM) et glucose-
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6-phosphate isomérase (GPI)) a été évaluée selon la méthode de Hebert et Beaton

(1993).

L’identification des clones a également été réalisée a [’aide de sept (7) marqueurs
microsatellites (Dp183, Dp502, Dp512, DpS14, DpS14a, Dp519, Dp523; Colbourne et
al., 2004). L’ADN d’une daphnie par lignée clonale a été extrait en utilisant 50 pl de
solution d’extraction d’ADN QuickExtract (Epicentre Biotechnologies). Les réactions
en chaine de Ja polymérase (PCR) ont été effectuées dans un volume réactionnel de 12
ul contenant 10 ng d’ADN extrait, 1x de tampon PCR avec 25 nmol de MgCls,, 0,5 unité
de Taq polymérase, 2,5 nmol de chaque dANTP (nucléotides), 2 pmol d’amorce
«forward» étiqueté des marqueurs fluorescents HEX, FAM ou TET (Alpha DNA) et 2
pmol d’amorce «reverse». Les programmes thermiques des PCR incluaient une phase
inttiale de dénaturation a 94°C pendant 3 min pour chaque marqueur microsatellite,
suivie de 35 cycles thermiques successifs comprenant 3 phases, soit une phase de
dénaturation de 45 s a 94°C, une phase d’hybridation de 60 s a 52°C pour Dpl8&3,
Dp502, Dp512, DpSl4a, Dp519, Dp523 ou a 62°C pour Dp514 et une phase
d’¢élongation de 60 s a 72°C. Les cycles se terminaient par une phase d’élongation finale
a 72°C pendant 10 min. Les produits PCR ont été dénaturés a 95°C pendant 3 min avant
de procéder a des migrations sur gel de polyacrylamide 6 % a 50 watts et 40°C pendant
trois heures. Les alleles présents sur les gels ont ¢été détectés avec un scanneur de
fluorescence Hitachi modéle FMBIO III (Yokohama, Japon), puis analysés a I’aide du
logiciel ImageAnalysis, version 3.0.0.21 (Miraibio).

Les microsatellites ont permis d’identifier la plupart des clones polyploides par la

présence de trois alleles & un ou plusieurs loci, indiquant que ceux-ci sont triploides
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(voir annexe | pour les génotypes des clones). Les niveaux de ploidie des clones ont été
confirmés par des données de taille de génome mesurée par cytométrie en flux; ces
données provenant de I’étude de Vergilino et al. (2009). Six (6) clones diploides et huit

(8) clones triploides ont été identifiés (tableau 1).

L’étude de Vergilino et al. (2009) fournit également de I’information sur 1’origine
du génome mitochondrial de clones du complexe D. pulex par des analyses
phylogénétiques basées sur des séquences du géne mitochondrial NADH
déshydrogénase, sous-unité 5 (NDJ5). L’analyse de la lactate déshydrogénase (LDH)
permet de poser un diagnostic sur l'origine du génome nucléaire: D. pulex est
homozygote pour ’aliele S, D. pulicaria est homozygote pour I’allele F, alors que les
hybrides entre ces deux especes sont des hétérozygotes SF (Hebert et al., 1993). Les
données du génome mitochondrial (Vergilino et al, 2009) et celles de la LDH
(Vergilino et Dufresne, en préparation) étaient disponibles pour les clones utilisés dans

cette étude et sont présentées dans le tableau 1.

2.3.3 Conditions de maintenance

Les clones ont été élevés dans des contenants de 1000 ml & ’intérieur de chambres
environnementales (ThermoForma Diurnal Growth Chamber) 4 10 et 20°C avec une
luminosité continue de 24 h/jour. Un minimum de trois générations a été considéré pour
enlever I’effet maternel et permettre I’acclimatation des daphnies a leurs nouvelles

conditions (Lynch et Ennis, 1983). L’eau utilisée ¢était changée toutes les deux



24

semaines. Les daphnies étaient nourries avec 1’algue Scenedesmus obliquus deux fois

par semaine a une concentration finale d’environ 300 000 cellules/I.

2.3.4 Consommation d’oxygéne

La concentration d’oxygene dissous dans |’eau peut étre facilement mesurée par
I’utilisation d’une variante spectrophotométrique de la titration de Winkler (Broenkow
et Cline, 1969; Roland et al., 1999; Lemos et al., 2003). Cette méthode a récemment été
adaptée pour effectuer des mesures individuelles de consommation d’oxygéne chez D.

magna (Chopelet et al., 2008).

Pour chaque température d’élevage (10 et 20°C), des mesures de consommation
d’oxygene ont été effectuées a 10 et 20°C. Pour les daphnies acclimatées a 20°C, 14
clones du complexe D. pulex (6 diploides et § triploides) ont été utilisés pour les
mesures a 10 et 20°C, tandis que pour celles acclimatées a 10°C, 12 clones ont été
utilisés (6 diploides et 6 triploides; les clones K232 et K233 n’ont pas été utilis€s vue
leurs difficultés de croissance a 10°C). Préalablement aux mesures, des daphnies
représentant la gamme compléte de taille de chaque clone étaient isolées en €vitant de
sélectionner des individus avec des oeufs. Afin de s’assurer d’utiliser uniquement des
daphnies ayant le tube digestif rempli, celles-ci étaient exposées a une concentratrion
d’environ 1 000 000 cellules/| de Scenedesmus obliquus pendant deux heures avant la

prise de mesure.
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Pour chaque clone et chaque combinaison de mesure de consommation d’oxygene,
15 tubes Eppendorf de 2,0 ml fermés hermétiquement et contenant de 1’eau stérile ont
été utilisés. Un ringage des daphnies dans I’eau stérile était préalablement effectué avant
la mise en tube. Les daphnies étaient placés individuellement dans les tubes, sauf pour
celles de petites tailles ou trois individus étaient utilisés pour obtenir un changement de
concentration d’oxygene mesurable. Les temps d’incubation ont été ajustés en fonction
de la taille et de la température afin de rester au-dela de 80 % de saturation d’oxygéne
dissous dans le tube (Lemos ef al., 2003), mais également afin d’obtenir une
consommation d’oxygéne détectable. Pour les mesures a 20°C, les daphnies de petite et
moyenne tailles ont respiré pendant 18 heures et celles de grande taille pendant 12
heures. Pour les mesures a 10°C, les daphnies de petite, moyenne et grande tailles ont

respir€ respectivement 24, 18 et 12 heures.

Apres la période d’incubation, 1,5 ml de I’eau contenue dans chaque tube étaient
prélevés a I’aide d’une seringue pour €viter tout contact avec 1’oxygeéne de |’air ambiant,
puis mélangés aux solutions suivantes en suivant la séquence suivante : 7 ul MnCl, (3
M) et 7 nl de NaOH (8 N) et Nal (4 M) dans un premier temps, puis 7 ul de H,SO4 (10
N) apres la formation d’un précipité jaune (Chopelet ef al., 2008). L’absorbance de la
solution jaune obtenue était alors mesurée a une longueur d’onde de 440 nm avec un
spectrophotométre  UV/visible Ultrospec modele 3100 pro. La relation entre
I’absorbance de la solution jaune et la concentration d’oxygene a été déterminée suivant
I’équation suivante :

0O, (mg/l) = 13,686 x Absorbance —0,6249

(r* = 0,9993; P<0,001)
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La relation existant entre 1’absorbance de la solution jaune et la concentration
d’oxygene a ¢ét€ construite selon la méthode décrite par Chopelet et al. (2008)

impliquant la titration avec le thiosulfate.

L’oxygéne consommé par une daphnie correspond a la différence de niveau
d’oxygéne contenue dans un tube contrdle et dans celui contenant la daphnie. Pour
obtenir de mesures de consommation d’oxygene en fonction de [a masse, les daphnies
ont ét€ mises a sécher a 60°C pendant une période de 24 heures. Leur masse séche a été

déterminée a 1’aide d’une microbalance Mettler-Toledo modele UMX 2 (précision de

0,1 pug).

2.3.5 Activité de la citrate synthase

Les mesures d’activité de la citrate synthase ont été effectuées chez les daphnies
acclimatées a 10 et 20°C pour douze (12) clones du complexe D. pulex (6 diploides et 6

triploides; les clones K232 et K233 n’ont pas été utilisés).

Pour chaque température et chaque clone, les mesures ont été effectuées en
triplicats si le nombre de daphnies disponible était suffisant. Pour chaque échantillon, 25
individus adultes étaient choisis aléatoirement, mis dans un tube eppendorf ou le
maximum d’eau était prélevé, puis pesés sur une microbalance Mettler modele A200
(résolution 100 pg). Les échantillons frais ont été¢ homogénéisés dans | ml d’un tampon
d’homogénéisation refroidi sur glace (0,1 M de tampon sodium phosphate, 75 ptM de

MgSOy4, 0,15 % (m/v) de polyvinyl pyrrolidone et 0,2 % (v/v) de triton X-100; pH 8,4)
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quatre fois durant 5s avec un homogénéisateur Tekmar. Les homogénats ont ensuite été
centrifugés a 9300 g a 4°C pendant 4 minutes; le surnageant étant utilisé pour mesurer

Pactivité de la citrate synthase (Jose ef al., 2009).

L’activité de la citrate synthase a ¢été mesurée a 20°C en utilisant un
spectrophotométre UV/visible Ultrospec modéle 3100 pro comportant un systéme de
refroidissement du support & cuvette li¢ a un bain thermostaté. L’activité de chaque
homogénat a €ét¢ mesurée en duplicats et est exprimée en U/mg de protéines (U
correspondant au nombre de pmol de substrat transformé par minute). Les conditions
réactionnelles pour ’activité de la citrate synthase sont les suivantes : 100 mM de
tampon imidazole-HCI (pH 8,0), 0,1 mM de 5,5’-Dithiobis (acide 2-nitrobenzoique)
(DTNB), 0,1 mM d’acétyl CoA et 0,15 mM d’oxaloacétate. L’activité enzymatique a
été mesurée durant 4 minutes suivant ’augmentation d’absorbance due a I’oxydation du

DTNB 2 412 nm (g412 = 13,6 ml cm™ pmol™) (Thibeault e al., 1997).

Les protéines totales de chaque homogénat ont été dosées par la méthode de

I’acide bicinchoninique (Smith ef al., 1985).

2.3.6  Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés pour mesurer la consommation d’oxygene
(modification spectrophotométrique de la titration de Winkler) proviennent de chez

Laboratoire MAT (Beauport, Québec, Canada). Ceux utilisés pour les mesures
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d’activité de la citrate synthase et de dosage de protéines proviennent de Sigma

Chemical Co (St-Louis, Missouri, Etats—Unis).

2.3.7 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont ¢té effectuées en utilisant la procédure des modeles
généraux lin€aires (GLM) du logiciel SYSTAT 12.0 (SPSS inc., 2007). Au niveau des
conditions d'application des GLM, la normalité des résidus a été vérifiée avec le test de
Kolmogorov-Smirnov/Lilliefors et 'égalité des variances a été vérifiée avec le test de
Levene. Pour satisfaire aux conditions d'application, toutes les variables quantitatives
ont été transformées en logarithme naturel. Les données de consommation d'oxygéne
ont été comparées par des ANCOVA hiérarchiques a deux facteurs (ploidie et
clone(ploidie)) et une variable concomitante (masse seche). Les F-ratio liés a la ploidie
ont été redéfinis en utilisant la variance de clone(ploidie) comme terme d'erreur. Deux
ANCOVA ont été réalisées par température d'acclimatation (10 ou 20°C), soit une pour
les données de consommation d'oxygene a 10°C et l'autre, pour celles a 20°C. Les
pentes des régressions de consommation d'oxygene en fonction de la masse seche des
quatre conditions citées ci-haut ont été comparées par une ANCOVA a deux facteurs
croisés (T° acclimatation et T° respiration) et une variable concomitante (masse séche).
Pour simplifier I'analyse, les facteurs ploidie et clone(ploidie) n'ont pas été intégrés a
cette ANCOVA vue l'absence d'effet significatif de la ploidie dans les quatre premiéres

ANCOVA.
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Au niveau des données d'activit¢ de la citrate synthase (CS), I'ANOVA
partiellement hiérarchique a trois facteurs (ploidie, clone(ploidie) et T° acclimatation) a
été utilisée pour comparer les données de masse et celles de protéines totales. La masse
était significativement corrélée avec l'activité de la CS. De ce fait, une ANCOVA
partiellement hiérarchique a trois facteurs (ploidie, clone(ploidie) et T° acclimatation) et
une variable concomitante (masse) a été utilisée pour comparer les données d'activité de
la CS. Pour les trois analyses, les F-ratio liés a la ploidie ont été redéfinis en utilisant la
variance de clone(ploidie) comme terme d'erreur. Lorsque possible, des tests de
comparaisons multiples (Tukey) ont été effectués. Le seuil de signification utilisé pour

tous les tests effectués dans cette étude est p<0,05.

2.4 Résultats

2.4.1 Consommation d'oxygéne

La consommation d'oxygéne a 10 et 20°C pour les clones de daphnies acclimatés a
10 et 20°C ne varie pas significativement entre les diploides et les triploides (figure 1;
tableau 2). Sur la figure 1, la consommation d'oxygene a 20°C des daphnies acclimatées
a 20°C est légérement inférieure chez les individus triploides de plus grande taille que
chez les diploides. Cependant, 'ANCOVA ne montre aucun effet significatif de la
ploidie sur la consommation d'oxygeéne a ce niveau (tableau 2). Les sources de variation
testées dans les ANCOVA montrent des réponses similaires pour les quatre conditions
testées (tableau 2). La consommation d'oxygéne n'est pas influencée par le niveau de
ploidie ni par son interaction avec la masse, mais elle est toujours influencée tres

significativement (p<0,001) par la masse et les clones (tableau 2).
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Vue l'absence d'effet de la ploidie sur la consommation d'oxygéne et pour
simplifier I'analyse, les facteurs ploidie et clone(ploidie) n'ont pas été intégrés dans la
comparaison de la consommation d'oxygene selon les températures d'acclimatation et de
respiration. L'”ANCOVA montre que la consommation d'oxygene est influencée par la
température de respiration (F, 67, = 359,857; p < 0,001) et par son interaction avec la
masse (F, ¢71 = 97,514; p < 0,001). Elle n'est pas influencée par la température
d'acclimatation (F;, ¢7; = 1,640; p = 0,201), 0,001) mais par son interaction avec la
masse (F, 471 = 4,631; p = 0,032). La consommation d'oxygeéne est également
influencée par la masse (Fy 1y = 4767, 794; p < 0,001) et par l'interaction entre la
température de respiration et celle d'acclimatation (F; ¢7; = 29,042; p < 0,001). Au
niveau de cette ANCOVA, les données ne respectaient pas les conditions d'application
(la normalité des résidus et 1’égalité des variances), mais elle a tout de méme été
utilisée vue la difficulté¢ de procéder a d’autres types d’analyses statistiques sur ces
données pour comparer la consommation d’oxygeéne selon les températures

d’acclimatation et de respiration.

2.4.2 Masse et protéines totales

L'ANOVA effectuée au niveau de la masse des échantillons de daphnies (pour la
mesure des protéines totales et de l'activité de la CS) montre que celle-ci est influencée
par la température d'acclimatation (F; 4 = 25,536; p < 0,001), mais pas par son
interaction avec la ploidie (F; 4 = 0,911; p = 0,362). L'interaction entre la température
d'acclimatation et clone(ploidie) est légérement au-dessus du seuil de signification (F o,

a1 = 1,967; p = 0,063). La masse est également influencée par le clone (Fg, 41 = 5,340; p



< 0,001), mais pas par la ploidie (F, 4 = 0,363; p = 0,566). Aucun clone ne présente de
différence significative de leur masse entre les deux températures d'acclimatation. A
10°C, il n'y a pas de différence interclonale au niveau de la masse alors qu'a 20°C, la

seule différence significative se situe entre les clones C88 et B141-201 (figure 2).

L'ANOVA effectuée au niveau des protéines totales montre que celles-ci sont
influencées par la température d'acclimatation (F, 4 = 34,658; p < 0,001), son
interaction avec clone(ploidie) (Fyp 4, = 2,656; p = 0,013), mais pas avec son interaction
avec la ploidie (F, 4 = 0,017; p = 0,900). Les protéines totales sont également
influencées par le clone (Fig 4y = 2,632; p = 0,014), mais pas par la ploidie (F, 4 =
0,080; p = 0,783). Les protéines totales sont significativement plus €levées a 10°C qu'a
20°C pour les deux niveaux de ploidie. A 20°C, il n'y a pas de différence interclonale au
niveau des protéines totales alors qu'a 10°C, la seule différence significative se situe

entre les clones K228 et A35-201 (figure 3).

2.4.3 Activité de la citrate synthase

L'ANCOVA effectuée au niveau de l'activité de la CS montre que celle-ci est
influencée par la température d'acclimatation (F, ;3 = 4,552; p = 0,039), son interaction
avec clone(ploidie) (Fp 33 = 9,919; p < 0,001), mais pas avec son interaction avec la
ploidie (F 35 = 0,073; p = 0,792). L'activité de la CS est également influencée par le
clone (F o, 35 = 7,076; p < 0,001), mais pas par la ploidie (F, 33 = 0,122; p = 0,734). De
plus, l'activité de la CS est influencée par la masse (F; 33 = 262,820; p < 0,001) et son
interaction avec la température d'acclimatation (F; 33 = 4,536; p = 0,040), mais pas avec

son interaction avec la ploidie (F) 33 = 0,073; p =0,792).
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Malgré l'effet significatif de la température d'acclimatation sur l'activité de la CS,
les valeurs de celle-ci ne différent pas significativement selon la température pour les
deux niveaux de ploidie. De plus, K154 est le seul clone présentant une différence
significative de l'activité de la CS entre 10 et 20°C. Plusieurs différences significatives
interclonales sont notées. A 20°C, l'activité de la CS de K154 est significativement plus
¢levée que celles des clones K9, K52, K86 et K207, celle de B141-201 est
significativement inférieure a celle de K92, K95 et A35-201 et celle de K52 est
significativement inférieure a celle de K92. A 10°C, l'activité de la CS de K95 est
significativement supérieure a celle de K86, K154, A17-200 et C88 et inférieure a celle
de A35-201 et celle de K86 est significativement inférieure a celle de K9 et K92

(figure 4).



33

Tableau 1. Niveau de ploidie, haplotype ND5 (génome mitochondrial), génotype LDH

(génome nucléaire) et localisation des clones du complexe D. pulex utilisés dans cette

étude.
: ... 1 Haplotype ND5  Génotype LDH . N

Cione Ploidie (ADNmt)2 (A DNnu)3 LLocalisation

Al17-200 2n pulex SS - pulex Churchill, Manitoba, Canada

C88 2n pulex SS - pulex Churchill, Manitoba, Canada

K52 2n pulex SF - hybride Kuujjuaraapik, Québec, Canada

K86 2n pulex SF - hybride Kuujjuaraapik, Québec, Canada

K92 2n pulex SF - hybride Kuujjuaraapik, Québec, Canada

K207 2n pulicaria (ouest)  FF - pulicaria Kuujjuaraapik, Québec, Canada

K9 3n pulex SF - hybride Kuujjuaraapik, Québec, Canada

K154 3n pulex SF - hybride Kuujjuaraapik, Québec, Canada

A35-201 3n middendorffiana  SS - pulex Churchill, Manitoba, Canada
(Clade 1)

B141-201 3n middendorffiana  SF - hybride Churchill, Manitoba, Canada
(Clade I)

K233 3n middendorffiana Kuujjuaraapik, Québec, Canada
(Clade 11B)

K95 3n middendorffiana  FF - pulicaria  Kuujjuaraapik, Québec, Canada
(Clade III)

K228 3n middendorffiana  SF - hybride Kuujjuaraapik, Québec, Canada
(Clade I11)

K232 3n middendorffiana  SF - hybride Kuujjuaraapik, Québec, Canada
(Clade I11)

! Niveau de ploidie déterminé a partir de microsatellites et de taille du génome (cytométrie en
flux; Vergilino et al., 2009).

? Données issues de Vergilino et al., 2009.

* Données issues de Vergilino et Dufresne (en préparation).
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Figure 1. Consommation d'oxygene a 10 et 20°C des daphnies du complexe D. pulex

diploides (cercles pleins) et triploides (cercles vides) acclimatés & 10 et 20°C provenant

de Kuujjuaraapik et Churchill (température d'acclimatation - 10°C: .12 clones (6

diploides et 6 triploides); température d'acclimatation - 20°C: 14 clones (6 diploides et 8

triploides)).
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Tableau 2. Analyses de covariance hiérarchiques & deux facteurs (ploidie et clone) sur
la consommation d'oxygéne de daphnies du complexe D. pulex provenant de

Kuujjuarapik et Churchill. Les données ont été transformées en logarithme naturel.

Traitement Source di MS F-ratio p (valeur)

T° acclimatation - 10°C ploidie 1 0,143 0,275 0,612

T° respiration - 10°C clone(ploidie) 10 0,520 4,055 0,000
masse 1 159,409 1242,369 0,000
ploidie x masse 1 0,173 0,332 0,577
erreur 149 0,128

T° acclimatation - 10°C ploidie 1 0,000 0,000 0,990

T° respiration - 20°C clone(ploidie) 10 0,421 5,822 0,000
masse 1 107,871  1493,185 0,000
ploidie x masse 1 0,002 0,005 0,947
erreur 162 0,072

T° acclimatation - 20°C ploidie 1 0,000 0,000 0,994

T° respiration - 10°C clone(ploidie) 12 0,368 3,708 0,000
masse 1 175,328 1765,649 0,000
ploidie x masse 1 0,005 0,013 0,912
erreur 184 0,099

T° acclimatation - 20°C ploidie 1 0,000 0,001 0,974

T° respiration - 20°C clone(ploidie) 12 0,285 3,508 0,000
masse 1 110,289 1355,595 0,000
ploidie x masse 1 0,021 0,073 0,791

Erreur 178 0,081
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Figure 2. Moyenne (% écart-type) de la masse (échantillons de 25 daphnies adultes pour
mesure de l'activité de la citrate synthase) de clones du complexe D. pulex acclimatés a
10 et 20°C provenant de Kuujjuaraapik et Churchill. (Les résultats des tests de
comparaisons multiples liés a 'ANOVA partiellement hiérarchique a trois facteurs

(ploidie, clone(ploidie) et T° acclimatation) sont décrits dans la section résultats).
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Figure 3. Moyenne (£ écart-type) des protéines totales (mg/g tissus) chez des clones du
complexe D. pulex acclimatés a 10 et 20°C provenant de Kuujjuaraapik et Churchill
(Les résultats des tests de comparaisons multiples liés a I'"ANOVA partiellement
hiérarchique a trois facteurs (ploidie, clone(ploidie) et T° acclimatation) sont décrits

dans la section résultats).
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Figure 4. Moyenne (% écart-type) de l'activité de la citrate synthase (U/mg protéines)
chez des clones du complexe D. pulex acclimatés a 10 et 20°C provenant de
Kuujjuaraapik et Churchill (Les résultats des tests de comparaisons multiples liés a
'ANCOVA partiellement hiérarchique a trois facteurs (ploidie, clone(ploidie) et T°
acclimatation) et une variable concomitante (masse) sont décrits dans la section

résultats).
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2.5 Discussion

2.5.1 Comparaison des capacités aérobies des clones polyploides et diploides

2.5.1.1 Consommation d’oxygene

Les résultats des mesures de consommation d'oxygene et d'activité de Ia citrate
synthase (CS) effectuées sur des clones de daphnies subarctiques diploides et
polyploides ne réveélent aucun effet significatif de la polyploidie sur le métabolisme.
Contrairement a I'hypothése émise au départ, les clones polyploides de cette étude n'ont
pas une consommation d'oxygéne supérieure a celle des diploides & 10°C et a 20°C, la

ploidie n’a également pas d’impact sur le métabolisme.

En ce qui a trait a ’effet de la polyploidie sur la consommation d’oxygeéne, les
études comparatives menées sur d’autres systemes diploide-polyploide ne permettent
pas d’arriver a un consensus. Au niveau des artémies, les souches polyploides sont plus
tolérantes aux températures élevées a cause d’une augmentation moins importante de
leur consommation d’oxygene tant au stade nauplii qu’au stade adulte (Varo et al.,
1991,1998). Chez les geckos du genre Heteronotia, la souche polyploide affiche un taux
maximal de respiration supérieur a celui des souches parentales diploides (Kearney et
al., 2005). Ces performances métaboliques accrues chez les organismes polyploides ne
sont donc pas généralisables. Mis a part ces deux exemples, plusieurs études
comparatives n’ont pas détecté d’effet significatif de la polyplotdie sur la consommation
d’oxygene. C’est le cas chez les grenouilles du genre Hyla (Kamel ez al., 1985), chez les
salamandres du genre Ambystoma (Licht et Bogart, 1990), chez les lézards du genre

Cnemidophorus (Cullum, 1997). Il en est de méme pour plusieurs poissons dont la
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polyploidie a été induite, soit les salmonidés (stade adulte - Bernier ef al., 2004; stade
juvénile - Atkins et Benfey, 2008 ; stades embryonnaire et larvaire - Oliva-Teles et
Kaushik, 1987 ; 1990), les centrarchidés (Pomoxis annularis ; Parson, 1993) et les

siluridés (Silurus asotus; Seol et al., 2008).
2.5.1.2 Activité de la citrate synthase

Parallélement aux données de consommation d'oxygene, I'activité de la citrate ne
differe pas selon le niveau de ploidie, ce qui concorde avec les résultats d'une étude
antérieure ayant comparé les capacités métaboliques de clones diploides et polyploides
du complexe D. pulex sous diverses conditions de pH et de température en vérifiant
l'activité de plusieurs enzymes liées au métabolisme dont la citrate synthase (Jose ef al.,

2009).

L’intégration de plusieurs niveaux d’organisation biologique serait nécessaire a
la compréhension des mécanismes intervenant dans ’adaptation thermique (Portner et
al., 2006). A ce niveau, pour faire un lien entre les adaptations thermiques métaboliques
et les niveaux d’organisation supérieurs, une hypothése a été développée par Portner
(2001). Cette hypothese stipule que la tolérance thermique des animaux est limitée par
les niveaux d’oxygeéne disponible et par la capacité fonctionnelle des mitochondries et,
consécutivement, celles des cellules et des tissus (au niveau des capacités ventilatoire et
circulatoire) (Portner et al., 2006; Portner et al., 2007). Lorsque la tolérance thermique
est limitée par le froid, les mitochondries ne parviennent plus & fonctionner
efficacement et leur capacité a fournir de I’ATP est altérée (Portner et al., 2006).

Puisque les ectothermes des régions de latitude élevée doivent composer avec une
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courte saison de croissance, ils doivent développer des mécanismes d’adaptation au
frotd leur permettant de contrebalancer les effets liés a la faible efficacité des
mitochondries et d’augmenter la quantité¢ d’énergie fournie par les cellules (Morley ef
al., 2009). Un des mécanismes de thermocompensation permettant d’y parvenir est la
prolifération mitochondriale, car la faible efficacité métabolique de chaque
mitochondrie est compensée par leur plus grand nombre (Portner, 2002; Morley ef al.,

2009).

Par des niveaux plus élevés d’activité de la citrate synthase chez les clones
polyploides, on s’attendait a ce qu’ils soient mieux adaptés aux basses températures que
les diploides. Cette hypothése s’est avérée inexacte, donc il est improbable que la
prolifération mitochondriale fasse partie de [’explication du succes évolutif de

polyploides a des latitudes €levées.

2.5.2 Absence d’acclimatation thermique de la consommation d’oxygéne

Dans un contexte de thermocompensation, on devrait s’attendre a ce que les
clones de daphnies s’acclimatent aux nouvelles conditions thermiques auxquelles ils
sont soumis. L’acclimatation d’un clone & une diminution de température devrait se
traduire par une augmentation de ses capacités métaboliques pour contrecarrer les
contraintes physiologiques liées au froid. Dans cette étude, les deux températures
d’acclimatation (10 et 20°C) auxquelles les clones ont été soumis ménent a des niveaux

de consommation d’oxygeéne équivalents que ce soit & une température de respiration de
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10 ou de 20°C. De cette maniere, aucun mécanisme de thermocompensation ne semble

entrer en ligne de compte pour permettre |’acclimatation a une autre température.

Les populations de daphnies subarctiques sont intermittentes. L’émergence du
stade planctonique est réglée pour survenir uniquement avec la mise en place de
conditions environnementales favorables et ce, particuliérement au niveau de la
photopériode et de la température (Stross, 1966; Davison, 1969; Schwartz et Hebert,
1987). Lorsque les conditions environnementales ne sont plus favorables, les daphnies
produisent des ceufs dormants appelés éphippies pour entrer en diapause (Caceres,
1997). Dés le retour des conditions favorables, il y a éclosion d’éphippies et les traits
d’histoire de vie permettent aux daphnies de recoloniser rapidement la colonne d’eau.
Dans le cas des daphnies parthénogénes obligatoires, I’émergence d’un seul individu est

alors suffisante pour la recolonisation.

La diapause récurrente chez les populations de daphnies pourrait remplacer la
nécessité d’une adaptation thermique physiologique face aux changements de
température. Chez D. magna, cette éventualité a été soulevée tant au niveau de
I’étalement thermique du taux de croissance (Mitchell et Lampert, 2000) qu’au niveau
de la tolérance thermique (Mitchell er al., 2004). Au lieu de s’acclimater aux
changements de température survenant dans leur territoire, les daphnies entrent en
diapause jusqu’au retour des conditions thermiques favorisant leur croissance et leur
reproduction. Cette situation favoriserait également le maintien d’une diversité
phénotypique liée a la réduction du temps pendant lequel des interactions compétitives

se produisent (Mitchell ef al., 2004).
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Dans le cas des faibles taux de reproduction des clones polyploides K232 et
K233 a 10°C, il est probable que les conditions de maintenance auxquelles ils étaient
soumis leur alent causé un stress trop important pour qu’ils puissent produire des
néonates en quantité importante (ce qui a conséquemment empécher leur utilisation
pour certaines mesures puisqu’ils étaient en nombre insuffisant). A ce niveau, ces clones
n’ont pas démontré une plasticité phénotypique leur permettant de croitre dans ces

conditions.

2.5.3 Hypothése alternative a la présence des polyploides en Arctique

Les résultats de cette étude montrent que la distribution des clones polyploides
de daphnies subarctiques n’est pas liée a un métabolisme aérobie plus performant que
celui des clones diploides & basse température. A ce niveau, il y a une hypothése

alternative quant au patron de distribution observé chez les clones polyploides.

Durant la dernieére glaciation du Pléistocéne, certaines régions sont demeurées
libres de glace, formant ainsi des refuges glaciaires pour plusieurs espéces animales et
végétales. Au niveau du complexe D. pulex, le retrait de glaces aurait créé des zones de
contact entre les différents refuges glaciaires. Cette situation aurait favorisé des
événements récurrents d’hybridation entre différentes espéces de daphnies et
subséquemment la formation de polyploides (Jose et Dufresne, 2010). De ce fait, les
clones polyploides sont susceptibles d’avoir été les premiers a coloniser les nouveaux

habitats vacants formés apres le retrait des glaces.
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Chez les organismes aquatiques tels que les daphnies, la dispersion se fait via le
transport passif de propagules dormants (éphippies) (Hairston et Céceres, 1996;
Céaceres, 1997). Ceux-ci sont résistants aux conditions environnementales sévéres et
permettent le transport sur des distances relativement longues par le vent, I’eau ou des
vecteurs animaux tels que les oiseaux et les insectes aquatiques (De Meester, 1996; De
Meester et al., 2002). Les daphnies ont par conséquent un potentiel de dispersion
significatif qui n’est pas limitant au niveau de la composition de populations. En effet,
la distribution couvrant plus de 1000 km de certaines lignées clonales obligatoirement
parthénogenes du complexe D. pulex confirme ce potentiel de dispersion (Weider et
Hobaek, 1994). Parallélement a la capacité de dispersion, les daphnies obligatoirement
parthénogenes ont un bon potentiel de colonisation. Puisque I’éclosion d’un seul ceuf
dormant est suffisante pour générer une population, une colonisation rapide des habitats

nouvellement disponibles est possible (De Meester et al., 2002).

Par les capacités de dispersion et de colonisation des daphnies obligatoirement
parthénogenes, un pool régional de génotypes préadaptés est disponible pour la
colonisation des habitats nouvellement vacants (De Meester, 1996; De Meester ef al.,
2002). Selon les conditions environnementales de I’habitat, le clone le mieux préadapté
a celles-ci colonisera 1’étang en premier. Ce clone produira une importante banque de
propagules dormants qui constitue un puissant tampon contre les génotypes
envahisseurs en maintenant la population a des tailles élevées. Par conséquent, le
premier clone a tendance a monopoliser 1’habitat par de forts effets fondateurs (De

Meester et al., 2002).
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Dans cette optique, il est possible d’émettre une hypothése sur la distribution des
clones polyploides de daphnies au niveau des latitudes élevées. Si les clones polyploides
de daphnies sont les premiers a avoir colonisé certains étangs subarctiques et arctiques
suite au retrait des glaces, il est possible que leur présence soit liée au fait qu’ils aient

monopolisé I’habitat disponible.

2.5.4 Variabilité interclonale phénotypique et génétique

Bien qu’il n’y ait pas d’effet significatif du niveau de ploidie sur le métabolisme
dans cette étude, les analyses effectuées pour la consommation d'oxygéne (figure 1 et
tableau 2) et l'activité de la citrate synthase (figure 4 et section 2.4.3 des résultats)
montrent un effet trés hautement significatif du clone tant chez les clones diploides que
chez les clones polyploides. A I’intérieur de chaque niveau de ploidie, on dénote donc
une variabilité phénotypique au niveau du métabolisme aérobie. Parallélement, les
données disponibles sur les génomes mitochondrial et nucléaire des clones utilisés dans
cette étude montrent une importante diversité génétique (tableau |). Vue I’importance
capitale de la mitochondrie dans le métabolisme aérobie, la variabilité au niveau du
génome mitochondrial se traduit en variabilité au niveau des réponses phénotypiques
associées a ce paramétre. A ce niveau, six des huit clones polyploides de cette étude ont
un haplotype mitochondrial (NDS) liée a ’espéce D. middendorffiana, soit les clones
A35-201, B141-201, K233, K95, K228, K232. Cependant, K9 et K154 sont des clones
polyploides ayant un haplotype mitochondrial li¢ a D. pulex; ils sont donc des clones
polyploides du complexe D. pulex, mais ils n’appartiennent pas a I’espece D.

middendorffiana (Vergilino et al., 2009). La variabilité¢ phénotypique du métabolisme
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entre ces deux types de clones polyploides du complexe D. pulex est probablement liée

en partie a leur divergence de génome mitochondrial.

Pour minimiser les variations de métabolisme associées aux différences
d’haplotypes mitochondriaux, il serait approprié¢ de comparer des clones de daphnies
diplotdes et polyploides possédant des génomes mitochondriaux apparentés. En
minimisant cette variabilité, d’éventuelles différences de métabolisme entre les clones
diploides et polyploides seraient plus facilement détectables et attribuables au niveau de

ploidie.

La théorie «frozen niche variation» (FNV) soutient que I’origine multiple des
asexués contribue a la formation de clones dont le génotype des ancétres parentaux reste
figé dans le temps, ce qui confére une spécialisation de niche écologique des différents
clones (Vrijenhoek, 1979; 1984). La situation des daphnies obligatoirement
parthénogénes du complexe D. pulex pourrait concorder avec cette théorie (De Meester,
1996). Sans phase de reproduction sexuée, il n’y a pas de brassage génétique des
populations pouvant mener a des adaptations locales. Conséquemment, un clone
obligatoirement parthénogéne colonise un étang avec succes parce qu’il est préadapté
aux conditions de celui-ci (De Meester, 1996; De Meester et al., 2002). La variabilité
phénotypique au niveau du métabolisme des clones de cette étude suggere que le pool
régional de daphnies obligatoirement parthénogénes de la région subarctique lui
permettra de survivre aux effets des changements thermiques. Vue la diversité

métabolique des clones, ceux qui sont le mieux adaptés aux nouvelles conditions
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environnementales prendront la niche écologique de clones dont le fitness aura diminué

avec le changement des conditions.
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CHAPITRE III

CONCLUSION GENERALE

L’objectif de cette étude était d’évaluer l'effet de la polyploidie sur le
métabolisme de daphnies subarctiques du complexe D. pulex afin de trouver une
explication relative a la distribution des polyploides dans les régions de latitudes
¢levées. Pour ce faire, des mesures de consommation d'oxygeéne a 10 et 20°C ont été
effectuées sur des clones diploides et polyploides acclimatés a 10 et 20°C provenant des
régions subarctiques de Kuujjuaraapik (Qc, Canada) et de Churchill (Mn, Canada).
L'activité de la citrate synthase a été mise en paralléle avec les données de respiration.
Les résultats montrent l'absence d'effet de la polyploidie sur les capacités métaboliques
des daphnies de I'¢tude. Cependant, les daphnies des deux niveaux de ploidie montrent
une grande variabilité interclonale pouvant s'expliquer par la diversité de leurs génomes

nucléaire et mitochondrial.

Dans cette étude, la grande variabilité mitochondriale des clones de daphnies du
complexe D. pulex pour les deux niveaux de ploidie se traduisait par une variabilité
phénotypique du métabolisme (consommation d’oxygéne et activité de la citrate
synthase). De ce fait, si une part importante de la variation du métabolisme des clones
est causée par des différences au niveau mitochondrial, il serait avenu d’utiliser des
clones ayant des génomes mitochondriaux plus homogénes. A ce niveau, les analyses
phylogénétiques de Vergilino et Dufresne (sous presse) ont permis le regroupement de
clones diploides et polyploides (dont ceux de cette étude) ayant des génomes

apparentés. 1l serait alors possible de refaire une comparaison des capacités
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métaboliques en utilisant des clones diploides et polyploides génétiquement apparentés
de daphnies subarctiques du complexe D. pulex, ce qui permettrait possiblement de

mieux cerner des différences potentielles de métabolisme dues au niveau de ploidie.

Une hypothese stipule que le possible avantage sélectif des organismes
polyploides des régions de latitude élevée serait basé sur la plus grande taille de leurs
cellules (Dufresne et Hebert, 1998). Pour tenter d’exploiter cette hypothése au niveau
des daphnies, il faudrait vérifier si les clones polyploides ont réellement des cellules de
plus grande taille que les diploides. Pour les clones du complexe D. pulex utilisés dans
cette étude, des analyses microsatellites ont confirmé que les clones polyploides sont
triploides (3n) (Vergilino et al., 2009). De plus, des analyses de cytométrie en flux ont
permis de mesurer le contenu total d’ADN nucléaire (2C-value) de chaque clone,
confirmant ainsi que les clones triploides du complexe D. pulex utilisés ont réellement
une taille de génome supérieure a celle des clones diploides (Vergilino et al., 2009).
Puisque les clones triploides ont une plus grande taille de génome que les diploides, on
devrait s’attendre a ce qu’ils aient des cellules de plus grande taille que ces derniers
(Gregory, 2001). 11 serait important de confirmer cette possibilité, car si les clones
polyploides de daphnies n’ont pas de plus grandes cellules que les diploides,

I’hypothése d’un avantage sélectif 1ié a la taille des cellules n’est plus valide.

Le facteur expliquant la distribution des daphnies polyploides n'impliquant pas

directement le métabolisme, d’autres avenues de recherche pourraient étre explorées.
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Au cours de cette étude, nous avons tenté¢ de trouver un avantage évolutif & la
polyploidie pour les organismes des régions de latitude élevée. Pour y parvenir, les
capacités métaboliques de clones diploides et polyploides de daphnies du complexe D.
pulex ont €té évaluées au niveau du stade planctonique adulte, mais celles-ci n’ont pas
permis de détecter de différences métaboliques entre les niveaux de ploidie. De ce fait,
il serait intéressant de considérer le stade de dormance des daphnies. Quelques études
montrent que le taux d’éclosion des €phippies est variable. Weider et Hebert (1987) ont
montré que certains clones obligatoirement parthénogénes du complexe D. pulex
provenant de la région de Churchill au Maritoba avaient des taux de succes d’éclosion
variables selon la salinité. De plus, le développement de méthodes d’éclosion des
éphippies de D. pulex ont permis de constater que les €phippies des clones de daphnies
arctiques requiérent une température d’éclosion plus basse que les clones des régions
plus chaudes (Schwartz et Hebert, 1987) . Face a la variabilité du taux d’éclosion des
ceufs dormants, il serait intéressant de vérifier si les clones polyploides ont une
température d’éclosion plus basse de leurs éphippies que les diploides ou s’ils ont un
meilleur succés d’éclosion a basse température. Alternativement, |’observation de
daphnies ovigeres trés rapidement apres la fonte des glaces suggere également une
possibilité de survie du stade planctonique sous la glace (France Dufresne,

communication personnelle).

A faible température, les polyploides atteignent la maturité plus hitivement que
les diploides, ce qui pourrait refléter un taux de croissance supérieur dans cette situation

(Dufresne et Hebert, 1998). Puisqu’ii semble y avoir une diftférence au niveau du taux de
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croissance, il serait intéressant d'évaluer le potentiel de synthése protéique selon le

niveau de ploidie.

Des variations au niveau de I'ADN codant pour I'ARN ribosomal (ARNr) peuvent
étre impliquées au niveau du taux de croissance. D’abord, le nombre de copies d’ADNr
varie en fonction de la taille du génome (Prokopowich ef al., 2003). Les polyploides
ayant une taille de génome supérieure aux diploides, ceux-ci possederaient plus de
copies d’ADNr. Les portions codantes de I’ADNr sont séparées par des espaceurs
intergéniques (1GS) dont la longueur est variable entre les populations et les individus
(Gorokhova et al., 2002; Weider et al., 2005a); cette variabilité de longueur ayant été
observée sur les clones utilisés dans notre étude. L’espaceur intergénique est composé
de répétitions de 330 paires de base chez Daphnia et chacune de celles-ci comporterait
des éléments régulateurs de la transcription de I’ADNr, soit un promoteur, un activateur
et un terminateur (Gorokhova et al., 2002). Une longueur accrue de IGS favoriserait par
conséquent une transcription accrue et des meilleurs taux de croissance (Gorokhova et
al., 2002; Weider et al., 2004). La longueur d’IGS a été corrélée avec le taux de
croissance chez D. pulex, D. pulicaria et D. magna en présence suffisante de phosphore
(Gorokhova et al., 2002; Weider et al., 2004). Par conséquent, il serait intéressant de
comparer le nombre de copies d'ADNr et Ja longueur d'1GS chez des clones de daphnies
diploides et triploides afin d'évaluer leur capacité potentielle de synthese protéique et ce,

en couplant ces données avec des mesures de croissance a températures faible et élevée.
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Chez plusieurs especes animales et végétales, [’ Arctique a été une source facilitant
la formation d’hybrides polyploides. Avec le réchauffement climatique, le contact entre
des especes venant du sud et celles des régions arctiques provoque la formation
d’hybrides a un rythme rapide, ce qui entraine la formation d’hybrides mésadaptés
(Kelly et al, 2010). Cette situation liée a I’homme risque de contribuer a 1’accélération
de la disparition d’especes venant du Nord. Alors que les mécanismes d’adaptation
expliquant le succes évolutif des polyploides en Arctique ne sont pas encore résolus, le
réchauffement climatique risque d’en faire disparaitre un nombre important bien avant

qu’ils nous aient révélé leurs secrets.
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ANNEXE 1

Génotypes multilocus des clones de daphnie du complexe D. pulex utilisés dans cette

66

étude.
__ Clone Dpl183 Dp502 Dp512  Dp514 Dp5l4a  Dp519  Dp523
& TA17-200 097 10} 109 115 128 137 095 103 116 132 147 147 133 133
% C88 093 093 109 115 128 137 100 100 129 130 145 147 133 133
2 KS2 093 099 109115 137 137 099 102 132 142 147 153 135 135
= K86 093 099 109 115 137 137 100 102 130 132 147 151 134 136
A K92 093 099 109115 128 137 100 102 128 132 147 153 132 143
K207 099 099 109 115 137 137 099 102 132 132 145 147 133 134
K9 097099000 106109 115 136137 [38 099100000 132 142000 145 147 153 133 (34 000
£ K54 099099099 115115115 136138 142 099 100000 126132000 145 147000 132 134 000
~ _A35-201 101101101 109115000 128128128 100102000 [18138000 143 145147 134134134
£ "B141-200 099 101000 109115000 128130 135 102102102 118132000 145151000 132 133000
5 K233 099099099 115115115 135137138 099100102 132 138 000 145 [47000 133 134 000
£ K95 099099099 115115115 137138000 099100000 132 138 000 145 151 000 133 (34 000
2 K228 099099099 109115000 137138000 098 102000 138 148 000 145 147000 133 133 (33
K232 093099000 112115000 137138000 098 101 102 132 138 (48 145 147 (49 132 133 |34







