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Abréviations

ADN (ou DNA)
ADNCc
ARN (ou RNA)
ARNmM
BBAC

CAT
Coh
DCE
GSH
GST
LC50 (ou CL50)

LQ
LT50
MIiARN
MRG
MT
MRE
NQE-MA
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gPCR
ROS
RT
SOD
SIDI

Acide désoxyribonucléique

ADN complémentaire

Acide ribonucléique

ARN messager

Bioavailable Background AssessmemnCentrationglimite supérieure
de la contamination biodispiirhe nationale francaise a ne pas dépasser)

Catalase
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Directive

Glutathion

Glutation Stransférase
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r

Concentration léthale provoquant une mortalité égale a 50% des
individus a un temps donné

Limite de quantification

Temps nécessaire pooinserve’50% de mortalité

micro-ARN

Granules riches en métaux (metal rich granules)

Métallothionéine

Metal Responsive Element

Norme de Qualité EnvironnementaleMoyenne annuelle

Cadre de lecture ouvert (Open Reading Frame)

Analyse en composante principale (Principal Component Analysis)

PCR (réaction en chaine par polymérase) quantitative

Esp ce

Retrotranscription

r ®actives

Superoxyde dismutase

Indice de diversité de SIDI

| 6oxyg ne
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pPiIARN ARN interagissant avec Piwi
SIARN petit ARN interférent

Composés chimiques

Ag Argent

CaCQ Carbonate de calcium
Cd Cadmium

CO, Dioxyde de carbone
Cr Chrome

Cu Cuivre

DDT Dichlorodiphényltrichloroéthane
H20 Eau

Hg Mercure

HNO3 Acide nitrique

Ni Nickel

Oz Dioxygene

Oz Superoxyde

OH Hydroxyle

Pb Plomb

TBT Tributylétain

TBTO Oxyde de tributylétain

Zn Zinc
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Figure I1-12: Design exp®riment al de | 6®chantill onnage pour
dé®tablir |l es struct.ur.es..de..t.ail.l.e..des..popul.a88Bi ons.

Chapitre lll_: Etude de la variabilité de la sensibilitéet des traits doéhi st
populations naturellement exposées au Cd

Publication n°1: Léacclimatation et | a expliguert Ia itorartcé®aut r ans g G
cadmium chez les populations d&ammarusexposées a la contamination naturelle par les métaux dans les
cours dbédeau de t°te de bassin versant

Figure 1: Location of the nine studie@d. fossarunpopulations in Eastern France. The stream Cd contamination
status (green, yellow, red colours) was established following the active biomonitoring approach (based on
Gammaruscaging) developed to characterise bioavailable contamination water bodies in France (see results in
Figure 2). The inset on the bottom right shows a focus on the Beaujolais region encompassing the Ardillats
population form Vigneron et 2015, 2019).........cutiiiiiiiiiiieeiieee et rnne e snne s 99

Figure 2: Bioavailable Cd contamination in the sites inhabited by the nine populations of the study (Ardillats,
Marchampt, Vernay, Rauenthal, Poye, Séran, Vancelle, Ognon and Cressonniére). Contamination is assessed by
accumulated Cd concentrations in pg/g dwy(ereight) in gammarids caged on the study sites for 7 days
(organisms transplanted from the reference population of the laboratory). Data are presented for campaigns on
different dates. Dashed segments link values between campaigns for each study biteizdhtal dashed line
indicates the threshold value of significant contamination defined by Besse et al. (2013), Ciliberti et al. (2017) and
Alric et al. (2019), which corresponds to the 95% percentile of the distribution of the background concentrations
recorded in French rivers (0.30 pg/g dw for Cd) using the same active biomonitoring protocol........... 105

Figure 3: Cd tolerance of eight field populations assessed through the distribution of individual survival times of
male adults exposed to 80 pg/L of Cd in the laboratory (Spring 2017), one day after their collection in the field.
Red, yellow and green coloursroespond respectively to Cd contaminated, intermediate and uncontaminated
status of POPUIALIONS (SEE FIGUIE.2). ..o ittt e e e e e b e e e b e e e e e e neees 106

Figure 4 : Cd tolerance of four field populations assessed for different life stages and different dates of sampling
in the year. The boxplots present the distribution of individual survival times of male adults, juveniles and neonates
from Ardillats (Ardi), Marctampt (March), Séran and Cressonniére (Cress) populations. Adults and juveniles were
exposed to 80 ug/L of Cd and neonates to 20 pg/L in the laboratory one day after their collection in the field or
release from female marsupium in the laboratory for nesnaRed and green colours correspond to Cd
contaminated vs uncontaminated status of populations (SEe FigUIre.2).........ccuuveeieiicceiiiiiieeee e 108

Figure 5: Evolution of Cd tolerance of field populations during maintenance ifr&xconditions. The boxplots
present the distribution of individual survival times of male adults after sampling in the field (TO) and after their
maintenance during 2 months in-@rée water (T2) for Ardillats (ArdT0, Ardi-T2), Vernay (VeraTO0, VernT2),
Marchampt (MarchTO, MarchT2), Séran (Sef0, SerT2) and Cressonniére (Creg6, CressT2) populations.

Adults were exposed to 80 pg/L of Cd. The experiment was conducted diffeaent dates (one panel per date

of field sampling date). Red and green colours correspond respectively to Cd contaminated and uncontaminated
status of populations in their habitat of origin (See FIgUIe 2).........coooiiiiiiiiiiic e 109

Figure 6: Cd tolerance (distribution of individual survival times during exposure to 20 pg/L of Cd) of three
successive cohorts of neonates produced Hir€@zllaboratory conditions by genitors sampled in Ardillats (Ardi
Coh1, ArdiCoh2, ArdiCoh3), Vernay (VerrCohl, VernCoh2, VeraCoh3), Marchampt (MarekCohl, March

Coh2, MarchCoh3), Séran (Setohl, SeitCoh2, SeitCoh3) and Cressonniéere populations (Gi@ek1, Cress

Coh2, Cres€Coh3). Neonates were exposed to Cd individually one day after their release atmmah
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marsupium. Red and green colours correspond respectively to Cd contaminated vs uncontaminated status of
populations in their habitat of Origin (SE€ FIQUIE.2).....cciiiiei e eeee e 111

Figure 7: Crossbreeding between sensitive and tolerant populations. The figure presents the Cd tolerance of
neonates (distribution of individual survival times when exposed to 20 pugCd/L) produced by Cd tolerant
populations (Ardillats or Marchampt), uncontamimhtgopulation (Cressoniére) and from population cross
breeding. For the legend of the different conditions, the first capital letter corresponds to the first letter of the
mal e6s popul ation name and the sefonttechpmbakbkepoDpul
(notationll /I : e.g the condition AC corresponds to the crossing between a male from Ardillats population and a
female from Cressonniére population). Neonates were exposed to 20 ug/L of Cd in the laboratory one day after
they were released. Par{@) represents crossing between Ardillats and Cressonniére populations an(Bpanel
represents crossing between Marchampt and Cressonniéere populations. Red and green colours correspond to Cd

contaminated vs uncontaminated status of populations (See FigUre.2)..........cccooivvccceeee e 113

Supplementary Figure 1: Regression between the"percentile (LT25), the median (LT50) and the"75
percentile (LT75) of adults survival time (days) and the mean level of bioavailable Cd contaminaticeiryjg/g
weight) of the eight studgopulations sites (Ardillats, Marchampt, Vernay, Rauenthal, Poye, Séran, Cressonniére,
Vancelle and Ognon). Red, yellow and green colours correspond respectively to Cd contaminated, intermediate
and uncontaminated status Of POPUIALIANS .........uuiiiiiii e 127
Supplementary Figure 2: Acute Cd tolerance of neonates+gbgosed during gametogenesis or embryogenesis.

(A) First and B) second released cohorts of neonates born from genitors of the Séran populatapppes to

Cd (0.1 or 1 pg/L) during one reproductive cycle in the laboratory (see FigL©g.INeonates released during the

first cohort after exposure were hence esqubonly during embryogenesis (A) and neonates from the second
cohort only during gametogenesis (B). The boxplots present the distribution of individual survival times of

neonates exposed to 20 ugCd/L one day after their release from rhatareapium................ccccvvvvevveennn. 127
Publication n°2 : Modi fication des traits @Ganmarastfosdamune de vi
dans |l es cours dbédeaux de t°te de bassin versant expos

Figure 1: Location of the thirteen studie@. fossarumpopulations in Central Eastern France. The Cd
contamination status of populations (green, yellow and red colours) was established following the active
biomonitoring approach (based Gammarusaging) developed to characterise bioavailable contamination water
bodies in France (see results in Table 1). The inset on the bottom right shows a focus on the Beaujolais region

Figure 2 : Cdtolerance of thirteen field populations assessed through the distribution of individual survival times
of male adults exposed to 80 ug/L of Cd in the laboratory, one day after their collection in the field. Red, yellow
and green colours correspondXd contaminated, intermediate and uncontaminated status of populations (see 3.1)

Figure 3: (A) Correlation circle of principal component analysis on physical environmental parameters of the
thirteen study sites (DisSo: Distance to source; FW: Full width; Strahler: Strahler rank; Flow: Flow rate; SIDI:
substrate diversity index; Slope; Natural: ial area; Lotic: Lotic facies) andB) position of populations in

relation to the physical environmental parameters. Red, yellow and green colours correspond respectively to Cd
contaminated, intermediate and uncontaminated status of populations (see.3.1).....cccccceviiiiiecninennnn. 143

Figure 4: (A) Correlation circle of principal component analysis on physltemical parameters of the thirteen

study sites (pH; oxygene; Conduc: conductivity) eBidnosition of populations in relation to the physideemical
parameters. Red, yellow and green colours correspond respectively to Cd contaminated, intermediate and
uncontaminated status of POPUIAtIONS (SEE .B.L).....iiiiiiiiiiiie e 144
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Figure 5: Size distribution of breeding females (mm) in the thirteen study. The three dashed segments represent
the Q25, Q50 and Q95 of the size distribution of each population. Red, yellow and green colours correspond to Cd
contaminated, intermediate and unconitzated status of populations (See 3.1).......ccccceeeiiiiiiriceneeeenenns 145

Figure 6 : Correlation between the maximal size of male adults (estimate by®ipe8%ntile of size distribution)

and the level of Cd exposure of populations (mean Cd concentration accumulateldypgatied gammarids).

Red, yellow and green colours correspond to Cd contaminated, intermediate and uncontaminated status of
POPUIBLIONS FEE 3. L) iiiiiiiiiie ettt et ettt e e ekttt eeamt e e e ook ettt e e e s aa bbb e et eeame e e e e e sbbe et e e e e annbb e e e aemeeee s 146

Figure 7 : Correlation between the conductivity (uS/cm) aAd the maximal size (represented by the Q95) and

(B) the size of breeding female (mm) of the thirteen study populations. Red, yellow and greencootespond

to Cd contaminated, intermediate and uncontaminated status of populations (se€.3.1).......ccccvvevveunns 147

Supplementary Figure 1: Characterization of the percentage of lotic (green) and lentic (blue) facies in the thirteen

£ 100 YA 1= Y SEERRUERR 156
Supplementary Figure 2: Spearmastorrelation between the conductivity and the status of Cd contamination of
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Figures présente dans les différentes notes du Chapitre Ill

Figure Il -1 : Evolution de la tolérance au Cd des populations de terrain au cours de leur maintien dans des
conditions sans Cd. Les boxplots présentent la distribution des temps de survie individuels des-feoma} (3

aprés échantillonnage sur le terrain (TO) etapeur maintien pendant 2 mois dans une eau exempte de Cd (T2)
pour les populations Ardillats (AreliO, Ardi-T2), Vernay (VeraTO, VernT2), Marchampt (MarciT0, March

T2), Séran (Sef0, SerT2) et Cressonniére (Cre$§, Cressl2). Les jeunes ont ét&gosés a 80 ug/L de Cd.
L'expérience a été menée a quatre dates différentes (un graphique par date d'échantillonnage sur le terrain). Les
couleurs rouge et verte correspondent respectivement au statut contaminé et non contaminé des populations dans

=IO g o F: o] = Lo o oL 1= PP PPP SRR 129

Figure Il -2: Consommation alimentaire chez les males aprés prélévemsitit. Les couleurs rouge et verte
correspondent au statut des populations contaminées et non contaminées par.le.Cd.............ccce...... 157

Figure Il -3: Fécondité des femelles prélevéesitul or s de | a campagne dbéavril 20
verte correspondent au statut des populations contaminées et non contaminées par le Cd. La droite rouge représente

la droite de régression des populations contaminées et la verte celle des paputatioantaminées......... 158

Figure Ill -4 : Taux de croissance au laboratoire effectué chez des jeunes aprés le prélévement des populations
Ardillats, Marchampt et Cressonniére de Février 2021. Pour chaque population, le premier point représente la taille
moyennet | & ®typee (nim) des individus & t0, le deuxiéme point la taille moyenhed ®type (nim) des

individus aprés 1 mois et le troisieme point la moyenhed ®type (mm) des individus aprés 2 mois. Les valeurs
correspondent a la moyenne (mm) des croissances individuelles mesurées au cours du test calculées en soustrayant
o =TT T0) =T o L= T (PSSP 159

Figure Ill -5: Taille des femelles (F1) en reproduction (n = 30) aprés 6 mois de maintien au laboratoire en
condition propre (exempte de Cd). Les couleurs rouge et verte correspondent au statut des populations

respectivement contaminé et non contaming Par l&.Cd..........ouuviiiiiiece it 161

Figure Il -6 : Taux de croissance aprés 6 mois au laboratoire. Pour chague population, le premier point représente
la taille moypeanemiN) | éd®sairndi vi dus =~ tO0, Hype(@muxi me
des individus aprés 15 joursetlesrdi " me poi nt | aype(om)ees maividis aprés @ogaars. Les

valeurs correspondent & la moyenne (mm) des croissances individuelles mesurées au cours du test calculées en
soustrayant 1a taille MOYENNE A0 ........oiiiiiiiiiiii e eerr e e e e e s e aeaee e e e s nnaaeeeaeas 161

XV


file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683329
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683329
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683329
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683330
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683330
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683330
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683330
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683331
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683331
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145683331
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682344
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682344
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682345
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682345
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682686
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682687
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682687
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682688
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682688
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682688
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682689
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682689
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682689
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682689
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682689
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682689
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682690
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682690
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682690
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682691
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682691
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682691
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682691
file:///C:/Users/alalouette/Documents/0_These_INRAE/0_Manuscrit-these/Manuscrit_vfinale.docx%23_Toc145682691

Figure Il -7 : lllustration des paires de branchies n°2, n°3 et n°4 éhdpssarum(photos: Nicolas Delorme)

Figure 1l -8 : Surface totale des branchies (branchies n°2, 3 et 4) en fonction de la taille des gammares provenant
des populations contaminées (rouge) ou non contaminées (vert). La droite rouge représente la droite de régression
des populations contaminées et la @@lle des populations NON CONtAMINEES........ccvveiiieeriierniieeennne 164

Chapitre IV : Etudedelacow ar i ati on des niveaux dobéexpressi

de la tolérance au cadmium chez des populations naturelles @e fossarum

Publicationn®3:1 denti fi cati on et pspedifiqguededdéuz mépalothisrginesn or g a
c hez | Gammaus fossarum

Figure 1: Sequence alignment of the two putatvemmarus fossarumetallothioneins (MTL_Gfossand MT-
2_Gfosg with other crustacean metallothioneins (the amphidgelella atzecathe decapods $tta serrata,
Callinectes sapiduBNAENOCNEIN SINENSIB. ......ciiiiiiiiiie ittt e e ee e 175
Figure 2 : Gammarus fossaruMT-1 and MT-2 predicted 3D structures and ligand predictions. A}y Mtructure
with the predicted Cd binding site. B) MZ structure with the predicted Cd binding s@.MT-2 structure with

the predicted ZN DINAING SILE........iveiiiiiiie e e e e e e e e e e e e reeaeeeaeeeeeeerenrna s 176
Figure 3: MT-1 relative expression iB. fossarummales exposed to Cd (0.6 or 5.4 ug/L), Zn (0.066 or 0.6 pg/L)
or Ag (6.6 or 60 pg/L). Results are presenfailin gills and in(B) caeCa.........cccceoeveeeviiiiviieeee e, 178
Figure 4 : MT-2 relative expression iB. fossarummales exposed to Cd (0.6 or 5.4 ug/L), Zn (0.066 or 0.6 pg/L)
or Ag (6.6 or 60 pg/L). Results are presenfailin gills and in(B) caeCa.........ccccoeeveeeviviiiiieeee e, 179
Supplementary Figure 1: MT-1 and MT2 relative expression i6. fossarungills (A) and caec#B). ........ 185

Publicationn°4: Covar i ati on des niveaux dbéexpression des m(
cadmium dans les populations naturelles d&ammarus fossarum

Figure 1: Résumé des expérimentations mises en place dans le cadre de la publication.n’4............ 190

Figure 2 : Tolérance au Cd des douze populations de terrain (Ardillats (A), Marchampt (B), Vernay (C), Strenbach
(D), Rauenthal (E), Morcille (F), Séran (G), Doulonne (H), Katlen (1), Reigne (J), Vancelle (K), Rombach (L))
évaluée par la distribution des temps glevie individuels des males adultes exposés a 80 ug/L de Cd au
laboratoire, un jour apres leur collecte sur le terrain (Avril 2022). Les couleurs rouge, jaune et verte correspondent
respectivement au statut contaminé, intermédiaire et non contaminéptdestinns. ..............coeeeeeeiiiiinnnee.. 194

Figure 3: Expression du géne. fossarum mtinesurée par R§PCR 2pCt ) dbaanchiesletdes caeca des

méales adultes en sortie de terrain chez douze populations (Ardillats (A), Marchampt (B), Vernay (C), Strenbach
(D), Rauenthal (E), Morcille (F), Séran (G), Doulonne (H), Katlen (I), Reigne (J), Vancelle (K), Rombach (L)).
Les coleurs rouge, jaune et verte correspondent respectivement au statut contaminé, intermédiaire et non
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Figure 4 : Evolution de la tolérance au Cd chez les populations de terrain (Ardillats (A), Marchampt (B), Vernay
(C), Séran (G), Doulonne (H)) au cours de leur maintien en eau propre au laboratoire (Octobre 2022). Les boxplots
représentent la distribution des tesyge survie individuels des males adultes apres prélevement sur le terrain (TO)

et aprés leur maintien pendant 2 mois en eau propre (T2). Les adultes ont été exposés a 80 ug/L de Cd. Les couleurs
rouge et verte correspondent respectivement au statut anatatmon contaminé des populatians......... 197
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Figure 5: Expression du ger@. fossarummtlmesurée par REPCR@2pCt ) dans | es branchies
males adultes aprées prélévement sur le terrain (TO) et aprés maintien dans une eau exempt de Cd pendant 2 mois
(T2) au laboratoire chez cinqg populations de terrain (Ardillats (A), Marchampt (B), Vernay (C), Séran (G
Doulonne (H)). Les couleurs rouge et verte correspondent respectivement au statut contaminé et non contaminé
(o LT o o] o U1 F=1i o] o - VOO PP PP UPRPPPOPPPPRPP 199

Figure 6 : Expression du gén@. fossarum mtinesurée par REPCRa2pCt ) dans | es branchies
males adultes déacclimatés (Ardillats (A), Marchampt (B), Vernay (C), Séran (G), Doulonne (H)) en condition
contrdle et aprés une exposition a 3 pgCd/L pendant 5 jours). Les couleurs rouge et verte correspondent
regpectivement au statut contaminé et non contaminé des popuUlaLioNS.............ceorvireeceeiiieeesiiieeenienn. 200

Figure7: Tol ®r ance au Cd (distribution des temps de sur\
chez deux cohortes successives de noumésuproduits au laboratoire dans des conditions sans Cd par des
géniteurs échantillonnés dans la populatiolAAQoh1, ACoh2), B (BCoh1, BCoh2), C (CCohl, GCoh2), G

(G-Coh1, GCoh2) et H (MCoh1, HCoh2). Les nouveanés ont été exposés individuellement au Cd un jour apres

leur sortie du marsupium maternel. Les couleurs rouge et verte correspondent respetvestatut contaminé

ou non contaminé des populations dans leur habitat d'origine...........coooiiiiiiccce e 201

Figure 8: Expression du gén@. fossarum mtinesurée par REPCR 62pCt ) A) lkeemuvdawnés de la

cohorte 1 (Cohl ; nés au laboratoire a partir de géniteurs récoltés sur le terrain) et chez lesnésugdeda

cohorte 2 (Coh2 ; nés aprés un cycle de reproduction au laboratoire) nés dans de I'eau sans (B) éeshez (
nouveadnés Coh2 sans exposition au Cd et aprés une exposition & 3 ugCd/L pendant 3 jours. Les couleurs rouge
et verte correspondent respectivement au statut contaminé ou non contaminé des populations dans leur habitat
(o o] g o o= T TP PP PPPT T PRPPPPRP 202

Figure 9 : Croisement entre une population sensible et une population tolérante. La figure présente la tolérance au
Cd chez les nouveangs (distribution des temps de survie individuels lors d'une exposition & 20 pgCd/L) produits

par la population tolérante au Q&l), naive (G) et a partir des croisements de populations. Pour la Iégende des
différentes conditions, la premiére lettre majuscule correspond a la premiére lettre du nom de la population du
male et la deuxieéme lettre majuscule correspond a la premiéesdetinom de la population de la femelle (notation

Il /I : par exemple, la condition AG correspond au croisement entre un méle de la population A et une femelle de

la population G). Les nouveaés ont été exposés a 20 ug/L de Cd en laboratoire un jowsrlaprdibération du
MATSUPIUM MALEINEL ....eiiiiiiiiii ettt e e e st e e s s s e ees e bb et e e e e e bbb e e e e e e e nbeeesnsreeas 203

Figure 10: Expression du gen®. fossarum mtinesurée par REPCR 62qpCt ) ¢ h e z -néséssus dedau v e a u
population tolérante (A), de la population naive (G) et des croisements de populations (AG et GA) sans exposition
au Cd et aprés exposition @ 3 HgCA/L PeNAANt 3 JOUIS........coieiiiiii e i e eceeee e e aneee 204

Supplementary Figure 1: Corrélation entre le temps de survie médian (LT50) de chaque population et

| 6expr essi o fossaruchimibtiare lesl lranchies et les caeca. Les couleurs rouge, jaune et verte
correspondent au statut contaminég, intermédiaire et non contaminé de chaque population. La valeur)donnée (
correspond au coefficient de corrélation de SPearman................oooiiiccee e e e e e e ceecccccee e 215

Figures présente dans la note du Chapitre IV

Figure IV-1: Expression relative d&. fossarum mt{d2qpoCt ) dans | es branchi es, | es
ovaires chez la population Séran (vert) et Ardillats (rouge) aprés prélévement sur le.tetrain.............. 217
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Chapitre V.Et ude de | a modi fication deedesedeensi bi

Gammarus fossaruth or s dodéune exposition cadmique mult

Figure V-1: I nfluence dbébune exposition courte au Cd (21 |
| 6environnement (0.1 OgcCd/ L) chez des gammares moOl e
représentent la distribution de survie individuel dedtadexposés & 80 PgC/L..........ccocveeiiereriiernneeene 221

FigureV-2: £volution de | a tol ®rance au Cd (distribution

20 pg/L de Cd) chez les nouveau®s du | ot du 22 f®vrier 2022 au cours
sensibilité au Cd a été test@® en avril 2022 (F1)(B) en novembre 2022 (F1/FAX;) en février 2023 (F2/F3)

E1(D) €N MEAT 2023 (F3 ). uttteeeeeiiittee et e rctee ettt e e e sttt et e e s rmmee ok e ettt e e s e s bbb et e e e s ammee s e nbbb et e e e e annbnn e e e e s amnne s 224

FigureV-3: £vol ution de | a tol ®rance au Cd (distribution
20 pg/L de Cd) chezlesnouveau® s du | ot du 03 octobre 2022 au cours
sensibilité au Cd a été tegi) en février 2023 (F1) €B) en mai 2023 (FL/F2)........cccccccvvivrivirrieeesiinnnns 225

FigureV-4: Tail l e des femelles du |l ot du 22 f®vrier 2022
taille a été mesurée chez 30 femelles dans deux aquariums non contaminés et deux aquariums cont@jninés en (
février 2023 (femelles F2) eB] mai 2023 (femellesS F2/F3).......coiuiiiiiiiiiiiieeeieee e 226

FigureV-5: Taill e des femelles du | ot du 03 octobre 2022
taille a été mesurée chez 30 femelles dans deux aquariums non contaminés et deux aquariums cont@&ninés en (
février 2023 (femelles FO) eB] mai 2023 (fEMEIES FL)...uuuviiiiiiiiiiiiiii e 227

Figure V-6: Courbe de croissance <chez des jeunes du | ot

multigénérationnelle. Le suivi de croissance a été réalisé en mai 2023 (génération F3) daux aquariums

non contaminés €B) deux aquariums contaminés. Pour chacune des figures, le premier point représente la taille
moyennet | 6 ®type (mm) des individus a JO, suivi du point de la taille moyenhed ®type @ 915, J30 et

J45. Les valeurs correspondent a la moyenne (mm) des gains de taille mesurée au cours du test calculé en
soustrayant la taille moyenne a JO. Les couleurs rouge et verte correspondent au statut de contamination de
| 6 aqgua rgé:comanfing geut: NON CONLAMINE)........ccoiiiiiiiiea et e s e e 228

Figure V-7: Courbe de <croissance <chez l es jeunes du | ot
multigénérationnelle. Le suivi de croissance a été réalisé en mai 2023 (génération KA) daox aquariums

non contaminés €B) deux aquariums contaminés. Pour chacune des figures, le premier point représente la taille
moyennet | 6 ®&type i(ntm) des individus & JO, suivi du point de la taille moyenhed ®typee & 15, J30 et

J45. Les valeurs correspondent a la moyenne (mm) des croissances individuelles mesurées au cours du test
calculées en soustrayant la taille moyenne a JO. Les couleurs rouge et verte correspondent au statut de
cont ami naqtariuonr{roudeconiarding vert: NON CONLAMINEG)..........c.c.vvvvriviieeeieeeceecirrirrree e 229

Figure V-8: Consommation alimentaire en mmz/jour/individu chez les méles dans deux aquariums non
contaminés (vert) et deux aquariums contaminés (rouge) du &) @2 février 2022 (méles F2) &) 03 octobre

2022 (MAIES FO) ..ttt et ekttt e e e o bttt e eamt e e e e bbbt e e e e et e eent e e e e nnre s 230
Figure V-9 : Consommation alimentaire en mm2/jour/individu chez les méales des deux lots réunis (lot du 22 février
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Chapitre VI : Discussion générale

Figure VI-1: Sensibilité au Cd des adultes des quinze populations de ce manuscrit, évaluée par la distribution des
temps de survie individuels aprés exposition & 80 ug/L de Cd au laboratoire (résultats du printemps 2022), un jour
aprés leur collecte sur le terraibes couleurs rouge, jaune et verte correspondent aux statuts contaminé,
intermédiaire et non contaminé en Cd des POPUIALIONS............ueiiiiiiieace ittt 237

Figure VI-2: Corr®l ation entre | esG. fossartanamitans ded lranghiesseslesi on me
caeca etA) la contamination biodisponible en Cd (ug/g poids secByugs temps de survie médians (LT50) de

douze populations. Les couleurs rouge, jaune et verte correspondent au statut contaminé, intermédiaire et non
contaming de ChaqUE POPUIRLION. ........ociiuiie ittt ettt eree e st e et e et e e e s e e eabe e e e sbbeeeenaneas 243

Figure VI-3: Expression du gén@. fossarum mtfinesurée par R§PCR 62pCt ) A lasroiganismes entiers

et B) les branchies et les caeca des males adultes aprées prélevement sur le terrain (TO) et aprés maintien dans une
eau exempt de Cd pendant 2 mois (T2) et 6 mois (T6) au laboratoire chez la population Ardilatg\{A2, A-

T6) et la population Séran{B), ST2, ST6). Les couleurs rouge et verte correspondent au statut contaminé en

Cd de la population Ardillats et au statut non contaminé de la population Séran..............ccccceeeeeeeennn. 246
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laboratory). Detailed protocol and determination of bioavailable backgrassssment concentrations (BBAC)
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Introduction générale

Introduction générale

La contamination chimiqgue des ®cosyst mes e
comme ®t ant une pression majeure qui sbexer
contribue tr s significat i voarsiBroandizioetal,d0® osi on
Sigmund et al., 2023)Malgré ces préoccupationgelatives a la contamination de

Il 6 envi r,tampnseeneampte des effets longs termes induitk gigyosition chronique

des populations aux micropolluarsisr plusieurs générations demeure limitée dans les études
écotoxicologiques et dans le domaineldé ®v al uat i on dulestposrgnie ®co
largement documenté chez de nombreuses especes et pour différents contaminants (éléments
traces m®talliques ou compos®s organiques),
générations pisseimpacter la fitness des organismes, mais aussi entrainer une modification de

la sensibilité toxicologique & Vvis de ces contaminants, ou encore une modification des traits
dohi stoiege depwvocudtion, Croissanceestatisnur vi e é
directe de la toxicité de ces contaminants sur les organismes exposés. Ces modifications

peuvent en effet résulter de processus adaptaiésjant de deux grandes catégories :

| 6adaptati on g®n®tique ou | dacclimatation, c
| 6accl i matation physiologique © <court ter me
Dans | e cas de | badaptati on ¢ @mne®&é€lactyasar,la | e ¢

structure génétique de la population, favoridas génotypes qui conférent une tolérance aux
effets toxiques ; cette tolérance est irréversible a I'échelle individuelle et héritée par la
descendance, ce gslipportela propagation de la tolérance sur plusieurs génératidasks

and Weis, 1987; Medina et al., 200Mes mécanismes de plasticitdrrespondant
I'ajustement des traits physiologiques ou morphologiques a la présence de l'action toxique d
contaminant peuvent également conduire a une tolérance accrue en cas d'acclimatation. Dans
ce cas, l'acquisition de la tolérance peut étre réversible au cours de la vie de l'individu lorsque
| 6 e x p olacontammation’cesse (cas de la flexibilité phénotypique selon la définition de
Piersma and Drent, 2003)nais la tolérance peut également étre fixée et modifier durablement
les caractéristiques individuelles dans le cas de plasticité phénotypique, en particulier lorsque
les organismes sont exposés au cours de leur développement. La tolérance toxicoéagique

sbaccompagner de co¥%ts pouvant expliquer | 60

l|Page



Introduction générale

traits dohistoire de vie des populations. Ce
et traits de performance individuelle peut
normalement allouée a la reproduction ou encore a la croissara@éaanismes permettant

la tolérancgXie and Klerks, 2004) En | 6absence du contaminant
sont alors moins aptes (par exemple ont une fertilité plus faible) par rapport a des organismes
non adaptés de la méme esp@asthuma and Van Straalen, 1993; Xie and Klerks, 2@)

plus, la tolérance a un contaminant peut augmenter la vulnérabilité populationnelle aux effets
n®gatifs doautres f(Dalinges and Blockaar, \2018Pans teecasa@ t a u x
| 6®val uation du risque ®col ogique, i est C
processus adagiifs sont couramment rencontrésr ils conditionnent fortement la prédiction

des conséquences du changement glebalourgCoutellec and Barata, 2013; Coninck et al.,

2014; Straub et al., 2020)1 la menace environnementale que constittita u g ment at i on
production et la diversification des produits chimiques de synthéspiat, voire dépassge

celles liees auxautres agentsedcechangementi.e. augmentation des concentratia@rsCO,

destruct i on (Bdrehardt btalh2017aPerssén)et al., 2022)

Dans les études écotoxicologiquéglementaires | 6 ®val uati on au | abor a
mod | es ignore encore aujourdodéhui |l es r®pons
de mise en place de processus physiologiques, développementaux, génétiques, évolutifs, a

| 6®chell e individuell e ou de nmwdificasianepossiblesg ®n ®r
de |l a sensibilit® toxicologique ou des trait
(Coutellec and Barata, 2011) D6éautre part, l a majorit® de:
sO0int®ressent aux r®ponses multig®n®rati onne
réaliséesdans des conditions standardisées et faisant intervenir des espéces Ifpzaeles

exemple: clones de daphnies, chironomgsissonzebre)Coutellec and Barata, 2018)algré

| 6i nt®r °t pratique de | dutilisation de telle
g®n®r al ement rapide, biologie de | 6esp ce co
di sponi bl eseée), | eur u tter totelemert la vanabilitéedespéponses t p a

des organismes vivant en milieu naturel. De plus, ces études utilisent souvent une exposition a
un contaminant unique, a des concentrations plus élevées que celles observées dans

| environnemente xeptospant derss ®qYeamti smes dobéune
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peu |l es niveaux et | a complexit® de | 6exposi
cellesc i ne sont g®n®r al ement pas r®alis®es sur
En milieu naturel, les effets loflger me de | 6exposition aux cont

documentés et lorsque ces études existent, ce sont généralement des études comparant une
population contaminéesune popul ati on non contami n®e. Un
ces études terrain est que les relations de cause a effet sont extrémement difficilescétablir

de nombreux facteurs ditcde confusiom (par am tres physiqgues dbha
multisubstancg), en plus du contaminant 6u@g peuventégalementétre responsables de

| 6obser vat innondide cati on des traits dohistoir
toxicologique(Coutellec and Barata, 2013) D 0 @ad, dansles milieugontaminéson peut

observer une variabilittemporelle de la tolérance degpulationanduite par es expositions

chroniques long termesvec des exemples chez les macroinvertébrés aquatiques pour les
meétaux lourds ou les insecticidesd. Becker et al., 2020; Groenendijk et al., 2002, 1999;

Maltby and Crane, 1994; Shahid et al., 2018; Weston et al., ZD&8pbservations interrogent

ai nsi l a nature fix®e ou plastique des trai
populations. ks auteurs de ces études expliquent pasonsde tolérance fluctuants en

évoquant les effets combinés de la variabilité saisonniere de I'exposition dans les cours d'eau,

de l'influence antagoniste de codts de la tolérandermes de fithess des organisioges sont

exacerbés dans des contextes de stress multiplesncorale I'existence de flux migratoires
réguliersentre les zones contaminées et non contaminées au sein des hydrosystemes. Tous ces
processus sordvidemmendifficiles aintégrer dans leétucesau laboratoire Cela souligne

alors | 6un des verrous classiques de | 0appr
des études de laboratoire “@sis des réponses des organismes vivant en milieu naturel

(Chapman, 2002; van Straalen, 2003)

Un certain nombre de mécanismes moléculaires de défenseentsupporterla réponse
adaptativel es or gani smes face ~ | 6expo@hearnaial.,, aux cC
20044a; Vijver et al., 2004; Amiard et al., 2006; Morgan et al., 2007; Janssens et al. (2009)

peutal or s se questionner sur une potentielle r.

plastique ou fixé de cellei, et la mise en place de tels mécanismes face aux effets toxiques des
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contaminants. Mai s encor e -jaauwjeonursd 6'huli § ad ewi
tolérance ne sont pas encore tres bien connus. La régulation transcriptionnelle semble jouer un
rtl e i mportant dans ce cadr e rahememéndkEnekfiepdeat i on
plus en plus doéexemples d®crivant desdesr ®pons
modi fications de | 06e nMorgaoetal e260&;Jdanssesny at dl., 2609;c u me
Kelly et al.,, 2012; Rivera et al.,, 2021& o u r | 6exposition aux cont
toxiques, il est par exemple bien documenté gueldmécanismepermettant laétoxification
(e.g.métallothionéines, MRG)guventétre responsables de la tolérance aux méawniveau

des organismesmais leur implicationreste rarement étudi€éau niveau populationnel,

notamment leur implicatiodans le transfert de la tolérance a la descendance.

Dans ce context e, ces travaux de th se ont
plasticititede | a sensibilit® etchatediférertas adpulatonsddé hi st o
| 6esp ce dGamamapubfospaouddans leur capacité alévelopper une tolérance

et amaintenir des populations facealac ont ami nat i on MNlcetsr ec ocuass doO@
chez | e gammare sb6est centr® sur | a tel ®r anc
dela du fait ques. fossarume s t une esp ce aomnesentinefelpaurla r e c o
surveillance de la qualité des milieux aquatig(tasnz et al., 2010; Chaumot et al., 20E5)

gue le cadmium est un élément problématique en termes de risque environnemental (substance
prioritaire DCE) (DCE, 2013/39/EC), ce choix a été guidé par différents résultats antguieurs

ont soulign® |l a possibilit® doéinterroger | a
pour le cadmium et ceci dans les conditions environnemeniales. e f f e tAlriceéta.®t ud e
(20199me n ®e 7 | 06 ® @puedénbnter um heh €ntrenegpbséion a la contamination
m®t al |l i que Dbiodisponible et abondance de ce
nationaux, avec des différences claires de vulnérabilités entre espédtames espéeces led

que lesEphemeridaedisparaissent trées vt ace au gradi ent dnbexpos
comparaison de€hironomidaequi eux, se maintienneriien en milieu contaminélLes
gammaridésonnuscomme étantréssensiblesoxicologiqguement aumétaux dans les tests au

laboratoire(von der Ohe and Liess, 2004gient leur abondance diminuer avec le gradient
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d 6 e x p pmaisuelquespopulations en forte densifgersistentdans certains milieux
contaminégarticuliers Lor s doéune pr ®c ®d e nt e(Vignbrons2615)r ®al i s
une populationd&. fossarumma bi t ant wun cours ddéeau naturel]l
du fait du contexte g®ochimiqgue | ocal a ains
riviere Ardieres dans le Beaujolais). Chez cette population fortement exposée, une t@lérance

ce métah été caractérisée, cette tolérance etgntori nongénétiquemais transmissible a la

descendance par de possibles effets parentaux (notamment maternels) et qui documenterait

ainsi un cas de plasticité trang@éationnelleinduép ar | d ex posi t (Vigneromu con
etal., 2015,2019) De m° me, une modification des trait
de croissance et dobéali mentation, taille 7 | a
débavancer dans | a compr ®hension deénesnd®cani s
tol ®r ance, des ®tudes au niveau mol ®cul aire

chez cette espécrotamment grace a la récente détermination du transcriptome du gammare

(Cogne et al., 2019)

Ainsi, |l es travaux de th se qui font | 6obj et
obtenusdans un contexte r®aliste dbébun point de

esp ce des c o u efetsldngsstexme} indyits pan la comtamination métallique

(plasticit® de | a sensibilit® toxBbéappygygnoe
sur | 6®tude sur | e terr aiGnfosdaduodmstibuapsientnedeai n e
Beaujolais, les Alpes du Nord, laBguo gne jusqudbéaux Vosges, ains

au laboratoire en conditions contrélées, ces travaux de thése ont plus particulierement visé a

1) Et udi er | a g®N®ricit® et | e caract re p
toxicologi qu fossdrerzn | 6e@aspddexposition mult
cadmium (ise en place, maintien de la tolérance au cours du cycle de vie des individus

et transmission a la descendance)
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2) Avancer sur les mécanismes moléculaipesmettantla tolérance au cadmium par
| 6i dent i métatlathtonéinexher eette espece (protéines connues pour leurs
fonctions physiologiques dans leur capacité de détoxification des métaux letirds)
| 6®t ude de | eur expression chez des popul
3) Etudier les effetsde | ekposition multigénérationnelleau cadmiumsur les traits

dohi stoire de vie du gammar e

Des expérimentations sur le terrain et au laboratoire ont été emplogéasxD t ypes dbéapp
ont ®t ® mi ses en Tuvre : (1) u nnaturedlgmpnt o c h e
expos®es ou non du fait du contexte g®ochi mi
et traits dohistoire de vie en sortie de ter
contaminée de populatiofsommon gardenkn incluant la descendance issue de croisements
entre g®ni teurs de di ff®rentes popul ati or

multigénérationnell@u laboratoire.

Ce manuscrit de these est composé de cing chapitre€hhpitre | est une synthese
bibliographique centrée sur la nature et les conséquences des processus évolutifs mis en place
chez | es populations doéinvert®br ®s | ors dobex
| 6art est un cor pu sles nvetiébréscaguatiguesd) pagicukererneaties r ® ¢
arthropodes, mai s sOappuie ®gal ement sur d e
amphibiens. L&hapitre Il présente les méthodes exp@ntales qui ont permis de mettre en

place les approches terrain et laboratoire (comgerden, exposition multigénérationnelle).

Par la suite, les chapitres Ill, IV et V présentent les résultats obtenus au cours de ces travaux de
these. Plus précisémetg,Chapitre lll est consacr® ~ | 6®t ude de | ¢
chez différentes populations naturelles@lefossarumll se découpe en deux grandes sous

parties: une premiéere centrée sur la variabilité de la sensibilité toxicologefuenedeuxiéme

centr ®e sur | 6 ®t ude dEhapitre WVae stts cdobnhsi asctro® r e Id
| 6expression de | a m®tall ot h GdassRrumetede salboe z | e s
variation avec la tolérance au Cd. Ghapitre V qu an't ) I ui est consac
mul ti g®n®r ationnell e r®alis®e au | aboratoir e
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mimantlesniveax dobéexposi ti on r,Eamceoen placRde atoranceaue t e
Cdetl a modi fication des t rGhapttrs VI @i ne ditgcussione d e
générale des résultats obtenus au cours de ces travaux de these. Une conclusion et des

perspectives de recherche viennent clétaeemanuscrit de thése.
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Chapitre | : Nature et conséquences des processus évolutifs en
réponse a des expositions longrme a la contamination chez ds
populationsd 6 i n v e aquakiques® s

1. Réponses évolutives des populations or s d 6 esumppusieutsi 0 n

générations a la contamination chimigue environnementale

Les écosystéemeaquatiques sont le réceptacle de nombreux contaminants chimiques (que ce

soit les métaux ou les composés organigeésyont sujets a de nombreuses perturbations
induites par la toxicité de ces micropolluafBchwarzenbach et al., 2006; Vardhan et al.,

2019) La contamination par les métaux lourds constitue notamment une préoccupation majeure
puisque cewc i sont continuell ement rejet®s dans
ant hropiques, soit par des processbuasctmat o ®e

volcanique(Martins et al., 2017)De méme, les composés organiques (pesticides, résidus

m®di cament eux, Ssubstances industriell esé) S C
aguatiques du fait de | 6augmentation croi ss:
produits chimige s synt h®t i ques, de | 6utilisation des

(Bernhardt et al., 2017; Persson et al.,, 2022)L 6 exposi ti on chronique
plusieurs g®n®r ations ~ | a contamination <chi
traces métalliques ou les substances organiques de synthése, peut induire une modification de
la sensibilité toxicologque et/ ou des traits doHhNedinaeti re de

al., 2007; Coutellec and Barata, 2013; Brady et al., 2017)

1.1. Modification de la sensibilité toxicologique des populations

1.1.1. Constatde la modification des sensibilités chez les invertébrés

La possibilité de modification de la sensibilité chez des organismes exposés aux contaminants
est aujourdobéhui | argement document ®e dans | e
relatant ces phénomenes remontent aux délukXe siéclglLuoma, 1977; Amiardriquet,

2019) Aujourdodéhui , ces modifications sont r ec:¢

ou terrestres, ani males ou v®g®tal es, € X P o s
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contaminants organiquésuoma, 1977)Tableau 12). La tolérance peut étre définie comme
®t ant |l a capacit® dobéun o rtgxeologigumeisaVv i sdi dnd inru e
contaminant, par rapport “ un organisme nap
(Amiard-Triquet et al., 2011)Le terme résistance est également utilisé dans la littérature
écotoxicologigue comme un synonyme pour latoléerameai s s o6empl oi e | e pl
indiqguer une base génétique de celléMorgan et al., 2007)Ce terme de résistance est
également connoté par son utilisation dans le cas des pesticides ou des antibiotiques et
| apparition de rr ®sistance par mi |l es popul &
ravageurs, etk Ici, nous utiliserons le terme de tolérance car nous ne considérons que le
contexte des effets indésirés de la contamination chimique des environnements aquatiques sur
les especes roncibles» vivant dans ces écosystemdses concrétement, la tolérance
toxicologique est mesurée estourant a des indicateurs tres classigmedcotoxicologie : par
exempled a n' s | GAgRatetia2911une tolérance au cuivre a été mise en évidence chez
un clone deDaphnia longispisng r o0 v e n a n tcontdndinépar les imétaux car celai
présentait une Gk (concentration létale pour 50 % des individus testés) plusedtpietles
deux autres clones provenant de sites non impactés aux ngmenet al., 2011)Stuhlbacher
and Maltby (1992) montrent q u e c damphipodé Gammarus pulexles organismes
préexposés pendant 24 h au zinc et au cadmium sont plus toE@egsexpositions aigsi
ultérieures a cemémesmétauxque ceux qui no6ontappamsdécBire ® pr ®
une tolérance aux métaux chez différentes especes de crustacégarnst al., 1988; Gall
etal., 2013; Sun et al., 2014; Duarte et al., 2019; Dong et al., @020) d 6 e gSiuhlbacherc e
and Maltby, 1992; Tsui and Wang, 2005; Guan and Wang, 2006a; Khan et al., 2011; Vigneron
et al., 2015; Chen et al., 2016)6 i n gRostmaearsd Davids, 1995; Groenendijk et al., 2002;
Mireji et al., 2010; Rosabal et al., 2012; Kafel et al., 2014; Pedrosa et al., 2017b, 2@l17a)
bivalves(Weng and Wang, 2014; Potet et al., 20t@)gastéropoded 6 e a u (Pthotaiande
Salice, 2013; Reategdirena etal., 2017puenc or e d  avMard ®laicke =t al ., 1
2006; Fisker et al., 2013)le la méme facon quehez les vertébrés aquatiques tlie les
poissons(Munkittrick and Dixon, 1988; Lin et al., 2000; Xie and Klerks, 2003; Sellin and
Kolok, 2006)ou les amphibien@lynn et al., 2019]Tableau 12). De mémedestolérancs

aux insecticidesnt ainsi été mises en éviderateez différentes especesn-cibles(Sun et al.,
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2014; Shahid et al., 2018a; Becker et al., 2020; Siddique et al., 2021; Rackliffe and Hoverman,
2022; Gamble et al., 2028)ableau 12). Dans certains cas on retrouve un phénomene-de co

t ol ®r anade ,r ec @adtun or gani sme -gvri®&s ednd uam t c ounntea r
auquel lui ou son ascendance ont été exposeés est également plusdalgramtire contaminant
auquel i néaura cependaGamblepehad(2083)068t mMsXxrp 0 s ®.
®vi dence que deux p dlyalella aztecaxpostesdians leudrailimpaox p o d e
deux insecticides fipronil et imidaclopride (néonicotinoide) sont plus tolérantes a ces deux
composés organiquesmai s ®gal ement ) ddbautres cléasses
bifenthrin, le &lorpyrifos,le DDT etle carbaryl Ce phénomene de -tolérance a également

®t ® retrouv® apr s une expositi-awsdeacaméahd mi um
une tolérance au cuivre a été obserdiéez le poissoietrandria fermosgXie and Klerks,

2003) ou au plomb chez la daphni@aphnia magngWard et Robinson 2005). En résumé,

comme on peut le voir dates Tableau 12, lesphénomeénes de tolérangeuvent se retrouver

pour | 6ensemble des contaminants, m®t al | i qu
vivants,epeuvent °tre aussi bi en | mhitadéstpapulatiams | abor

naturelles exposées a long tersoe le terrain.

1.12. Adaptati on g®n®tigue ou acclimatation ° I

La modification de | a sensi bi | viatu® sgleetiodde r ®s u |
g®notypes tol ®r ants) ovwial de cppace $ Vu s oddma g®nio
des ph®notypes plus tol ®ants en fonction de
mécanismes ne sont pas exclusifs et peuvent survenir simultan@Postttuma and Van

Straalen, 1993)

Dans le cas du premier mécanisrhed a d a pt at i ola tolega®oe @<t acquise par

sélection ou le contaminant agit comme une force sélective au cours des générations en
®l i minant | es g®notypes dbébune popul ation aya
(mortalité différentielle, baisse de reprotian, inhibition de croissance). La tolérance acquise

par adaptation génétique se transmet aux générations suivantes assurant durablement la survie

de | 6esp ce habitant ddHKiesks, 2002; Grenierierab, 2@ me nt ¢
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| 6®chel l e de | a p o peutliéraes>isonh propabés Lpaur corp&ndeer i 0 s
| 6augment ati on de | a tol ®r an c é&otopieologiqaedld pt at i
| 6®1 i mination des g®notypes sensi bl es, ce (Qt

distribution des sensibilités au sein de la populati(?) la sélection deariantgénétiques
potentiellement nouvellement apparus dans les populations expeagast exprimant un
mécanisme de résistan¢eopes et al., 2006) Dans | es deux <cas, | O
implique la modification des fréquences alléliques au sein de la population ad&ptée
fréquence des alleles favorables augmente sur plusieurs générations alors que celle des alléles
défavorables tend a diminuéGrenier et al., 2016) | | sbagit d-évaolutif, pr oc e
coe&dtre correspondant ° | 6®volution de | a st

(Klerks, 2002; Medina et al., 2007; Grenier et al., 2{T@pleau 11).

Le secondgrandmécanisme]_6 a c c | i, msh défini dormame la capacité d'un génotype

(individu) a exprimer des phénotypes différents en fonction de son environnéigient

| 6exposition " | a c on stacoregénétigue des poputatioast ®ne c t a |
associe ainsi c¢ce ph®n o m plasacitédpbéaatypiquedmndomaane i on a
de la biologie évolutivéPiersma and Drent, 2003; Grenier et al., 2016)Dans ce cas,
| 6exposition déun i ndi vi du sublétalexpema@mmminaa n t

une période de sa vie, qui induit la tolérance pour cet indivichdvis du contaminant.
Aujourdodhui , on recense de nombreuses publi
t ol ®r ance par de tels ph®nom nesaucdnfaminaotl i mat ¢
Par exemple, il a été montré que le crustacé parthénogénBiigumia magnaest capable
déacqu®rir une ttexpsdeannckéPaneet &.,R00&)e dulcamiers

(Guan and Wang, 2006b; Chenetal., 20068 t t e capacit® dbéaccl i mat a
retrouvée chek 6 a mp Ganpmadgpulex(Maltby and Crane, 1994le diptéereChironomus

riparius (Postma and Davids, 1999¢ gastéropodeymnae stagnali§ReateguiZirena et al.,

2017)ou e nc o r eDerddbmenacethedid R o U e n en répdhg€k @ [ contamination
métalliqueP | us pr ®ci s®ment, on peut distinguer de
flexibilité phénotypique (le phénotype varie de fagon dynamique en réporseidations
environnementales rencontr®es par | 6individu

varie et est fixé par les conditions environnementales au cours du développ@fentig,

12|Page



Chapitre | : Nature et conséquences des processus évolutifs en réponse a des expositions long terme a la
contamination chez les populatiothsd i n v eaquat®les ® s

2021) Dans ces deux cas dobéacclimatati on, l a t
transmise a la descendan@®iersma and Drent, 2003; Burggren, 202D flexibilité
phénotypique(Tableau 11) corresponddoncaux ajustements physiologiques ou de certains
traits (modifications des caracteres morphologiques, des traits reliés a la fitness, de la tolérance
au stress) aux conditions environnemental es
doun cannRiemsma and Drent, 2003pans cecad 6acqui sition de | a
rversible pour | 6indi vi duaplasticitéesdgveleppementale ont ar
(ou plasticité phénotypiques) (Tableau 11) recouvrda mise en place de processus au cours
du d®vel oppement pendant | equel; ddn® cencds, vi du
| 6acqui sition de tol ® ance est al d&raseaiar r ®v e
plasticité phénotypique, les traits plastiques des individus modiifiés sans modifielen
premier lieula diversité génétique de la populatiodais la plasticité phénotypique qui
influence alors la fitness des individus peut étre a son tour la cible de la séléctnrer et

al., 2016)

Tableau I-1: Tableaudécisionnel et caractéristiques principades s di f f ®r ent s processus poc

déune tol ® ance " |l a contaminati on ~ billi®®maghiguel e popul a
Acclimatation
Adaptation
génétique Plasticite Flexibilite Effets
développementale | phénotypique parentaux
Ter,m|nolog|e e Résistance Tolérance
tolérance
Réversible | Individus Non Non Oui Possible
en
condition o Oui, & long . . Oui, durée
contaminée | Générations terme Oui Oui variable
Héritable Oui Non Non Oui
Du fait de R
N Da a
Pendant le | 6expos N
Sur . | 6expos
. . développement durant une
Mise en place plusieurs N . . - parentale des
PPN déun i ndi \ périodedela g
générations o . individus
débune expd(viede .
L . testés
| 6i ndi v
M9d|f|cat|on d(,es_, Oui Non Non Non
fréequences alléliques
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1.1.3. Une transmission nongénétique possible de la tolérance a la descendanda

plasticité transgénérationnelle

Un cas ©particulier dobéacclimatation est de p
bi ol ogi e ®volutive pour | a compr ®hensi on
environnementaux. Cehai vient brouiller la distinction classique faite entre adaph

génétique et acclimatation, synonyme le plus souventalérance héréditairevs« tolérance

non transmissible a la descendancela transmission de tolérance a la descendance par des

effets dits parentaux (Tableau 11) del 6 exposi ti on au contaminan

plastique des g®niteurs ~ sbacclimater aux ¢
de | a descendance, et rel ve ai n@ler, 20685 m®c a
Badyaev and Uller, 2009Dans la littérature, on retrouve également ce mécanisme sous le nom
«ddh®r ®d i t ® » puxplastgit® trawsgéngratiennebgdBonduriansky et al., 2012)

Les effets parentaux peuvent étre définis, de maniére générale, comme une modification de la
sensibilit® de | a descendance uniquement duc
etoupat ernel ), sans modi ficati on(HdandBusggren®q u e n ¢
2010; Rivera et al., 2021b)es effets parentaux constituent alors une forme lastigité

traversant les génératiorisller, 2008) Dans | e cas de | 6expositi
sensibilité des descendants peut ainsi étre influencée indépendamment de leur propre exposition
par l e fait gue | es parents ou | 6ascendan:i
transgénérationnel de re&téres phénotypiques sans modification des séguences génétiques

d 6 A HY and Burggren, 2010Lette transmission peut, par exemple, se faire au travers de
modifications de la chromatin@dr exemple: (d®) m®t hyl ati on de | 6AL
hi stones), de transferts dO6ARN non codant s,
r®gul ation, de d®f e n(HocandiBurggder, 200®Boadunarskyetiala | e s
2012) Gr ©ce ° ce m®cani sme, des individus nbay
ai nsi °tre tol ®rants au contaminant alors qgu
sensibles. Plusieurs études ont été menées sur de possibles effetsipam@gcotoxicologie.

Par exemple, une étude menéePlautz and Salic013)c hez | a physe (gast
douce) a permis de mettre en évidence un potentiel réle des effets parentaux. Les résultats de

cette ®tude ont mont r dmgiwumndult & ®Igrgnoesagatimiumn p ar e
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de la progéniture. Ce méme constat a été retrouvé aprés une exposition parentaleie!
chezDaphnia magngTsui and Wang, 2005mai s cette derni re ®tude
bien doébune tol ® ance acquise via un transfer
cours du développement embryonnaire. Au contrRiaytz and Salic€013)démontrent que
| 6exposition parentale au Cd (2 et 20 eg/ L)

en fonction du fait que ceHlei se poursuit ou pas au cours du développement embryonnaire.

Bien que |l es effets parentaux dans | a d®tern
en plus ®tudi ®s, ils sont | e plus souvent ab
peu compte de possibles effets paternels. Néanmoins, cegefigent bel et bien affecter le
phénotype de la descendar{e® and Burggren, 2010) Dans | e cas doéun e
transmission de | a tol ® ance peut passer patl
des ph®nom nes de m®t hyl ati on dHoardd®ukdgmn, ou de
2010) Par exempl e, | a possibilit® dobéune tra
épigénétiques a été raien évidence ched2aphnia magnaaprés une exposition parentale a un
médicament ou au zinEeiner et al., 2022)u apres une exposition multigénérationnelle au

cuivre (Jeremias et al., 2022pesliens entreles modificationsépigénétique et la tolérance

n'ont que rarement été établdans la littérature écotoxicologiquélle et al. (2013)ont par

exemple établi une corrélation entre les variations des profils de méthylation et I'adaptation a
I'arsenic chez les populations dembricus rubelluyivant dans des sols miniers contaminés.
ChezGammarudossarumil est intéressant de noter que les expositioraedmiummodukent

les niveaux de méthylation de la cytosine génomique globale en labof@ritiia et al., 2018)

et quedes niveaux plus élevés de méthylation globale de I'ADN par rappi@dpopulatons

de référence ont été mis en évidence chez la population toléractelmiumdes Ardillats,

naturellement exposée au cadmi(@nibiu, 2020)

15|Page



Chapitre | : Nature et conséquences des processus évolutifs en réponse a des expositions long terme a la
contamination chez les populatiothsd i n v eaquat®les ® s

1.14.Di f fi cul t® de | 6 ®t ude exXp®ri mental e des

| 6 e x pos Harme@ fa contanmnetion environnementale

Le plus souvent, | 6®t ude des r®ponses ®vol ut
des études expérimentales réalisées en laboratains, des conditions standaraisdaisant

intervenir des espéces modelesefeple: clones de daphniedjptéres nématodespoisson

z bre) et pour des dur ®e s (Coutelex gnd Barataj 201B; g ®n @
Oziolor et al.,, 2016) Bien que ces études présentent un réel intérét pour décrypter les
m®cani smes ®volutifs induits par | es cont ami
mod | es ndébint gre que peu |l es r®ponses aux

| éveomnement et la possibilité de mise en place de processus physiologiques,
d®vel oppement aux, g®n®t i ques, ®volutifs,
(Morgan et al., 2007; Coutellec and Barata, 2011; Oziolor et al., 2G¥8) études utilisent

souvent une exposition au contaminant a des concentrations plus élevées que celles observées
dans | 6environnement et, par cons®quent, exp
gue peu | dexposi ti onmementanxsa ridquesParcexemileela noens dee n v i
qualité environnementale expriméa valeur moyenne annuelle (NQE) définie pour les

eaux de surface (rivieres, lacs) est de 0.08 pg/L dans les eaux douces (<40 mf.CaiCO

0.25 pg/L dans les eaux dures280 mg CaC@IL) pour le cadmium, de 1 pg/L pour le cuivre

ou encore de 7.8 ug/L pour le zinc (Directive 2008/105/CE). Pour une grande partie des études
écotoxicologigues mentionnées démableau 12, on peut voir que les concentrations utilisées

sont a un facteur 5, 10 voir plus de 100 par rappores valeursde risque de toxicité
environnementale q u i néint grent aujourdohui m° me p
d 6 e x p 0 s itigénévatiosnellasBdr ailleurs, es expériences excluepar construction

toute | a variabilit® des conditions environ]
facteurs a la fois et en négligeant ainsi les interactions potentielles entre facteque tiel
température ou la variabilité saisonnié@Rackliffe and Hoverman, 2022; Romdstanco and

Alonso, 2022) De méme, malgré la popularité croissante des études sur les effets parentaux et
leseffetstransgénérationngl de nombreuses études ne testcets or gani smes noda
g u @ne seule cohorteu génération de descendants. i@moreparlal 6 exi st ence do

di f f ®r-&dki,r ec breGsappar ai ss ant,vareldtioisiggma génération.d e | a
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Pour lesorganismes itéropares¢,, ayant plusieurs cycles de reproduction au cours de leur
vie), il est pourtant important de tester également la persistance de ces modifications de
sensibilité au cours des périodes de reproduction suivivitesssambaN 6 Si al a et al

ReéateguiZirena et al., 2017Par exemple, certaines études recensent des effets de plus en plus

i mportants au fur et ° mesur gMirgjieeal., ROA®oup osi t i
qguoil faut un certain temps avant (Pasmaandi r ap
Davids,1995) ou encore quoil peut exister une cert

(Tsui and Wang, 2005; Sun et al., 2Q1¥algré ces difficultéspn disposetout de méme

auj oudddubnh ud o r p u s étudesnpubligénérmtionnelles Gnenées en laboratoire et
notamment chez les invertébrg®¥% des études laboratoires présentées darableau 12).

Par rapport aux études traditionnelles sur une seule génération, ces études multigénérationnelles
peuvent permettre de mieux comprendre les effets chroniques causés par les contaminants au
niveau de la population. Ces études sur plusieurs génératiorenpaider a mettre en lumiéere

les mécanismes par lesquels les traits de sensibilité sont hérités par les générations suivantes au
sein de population soumise a un sti@sallinger and Hockner, 201.3Cependant, la durée de

| 6exposition en | abor at oi (représdn@ptannspsuenoinsale la me n t
moitié des études laboratoires recensées dans le Taklg¢aRdr ailleursces études réveéie

le plus souventinet o xi ci t ® chroni que avec des effets ¢
générations plutdt que de fournir des arguments sur une éventuelle adaptation ou phénoméne
de plasticit® ou encore | O0implication de r@

observégTarnawska et al., 2019)

Les progres actuels de la technologie moléculaire devraient permettre de tracer les effets
évolutifs des contaminants dans des conditions plus réalistes, impliguant des écosystemes
naturel s, |l a pr®sence de muld&dspd ecse sstparstsi cswl
pertinentes sur le plan écologique (y compris les espéces a durée de vie plug ©mgpedic

and Barata, 2013Pourtantles effetslong er me doéune e x posdchézdesn ~ u
populations restemtes peu documentés en milieu naturel et lorsque ces études existent, ce sont
généralement des études comparant une population contawsngee population non
contaminédgFeckler et al., 2012; Romeflanco and Alonso, 2022Qinsi, les relations de

cause a effet sont extrémement diffisiledéterminer dans les études terrain car de nombreux
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facteurs de confusion, en plus du contaminar
di ff® ences de sensi bDbau®restfacpepusatebss
habitats, la disponibilité et la qualité de la nourriture, les caractéristiques physiologiques des
organismes influencés par les interactions interspécifiques ou les paramétresgiysigoes
(telsqueladet ® de | 6eau) ne peuvent °tre exclus
expliquer des différences de senl#i®iMorgan et al., 2007; Feckler et al., 201Rar exemple,

chez | 6 depmtheirpsopliraulosubka été suggéré que la variation de la sensibilité au

Cd observée chez les populations de terrain étmtadix changements saisonniers de la
disponibilité en nourriture et de la densité de populafibcGee et al., 1998) Dbéaut r es ®t
ont ®gal ement montr® qudun r ®gi me alimentair
daphnig(Ruiz et al., 2022pu encore chez le copépodtammock et al., 2016Pe méme chez

le gastéropod®otamopyrgus antipodarumilonso (2023)a montré que les individus ayant

pr ®al abl ement subi une forte conductivit® sc
pas été stresséB6 aut r eanmparite, cdas de | 6exposiadeson des
éléments traces métalliques, la situation est complexe, du fait de la multiplicité des sources de
contamination anthropiques (agricoles, industrielles, urbaines) ou géochimiques naturelles,
ainsi que de la modulation de la biodisponibilité de ces éltsren bnction de la typologie

physicecchh mi que des Coexsurex ednpdeaews. document ent [ O
di sposer doéindicateurs comparables de | 6expo
entre diff®rentes dates. Ainsi, l a descript
physicechimiqgqueshe peut gqudédam®liorer | es ®t utelrees ®c o't

de | 0exposition ° | a contamination se basant

1.2. Modificationdes traits doéhistoire de vie des

Les traits dohistoire de Vi e regroupent I
observables chez un organi smaeeviecBdume Esp opei
retrouve | e patron de croissance, | 60©ge et |
et taille des portées), la taille ou encore la longé@téarns, 1992Ppansl 6 env i r,eee8 ne me n:

traits d'histoire de vie des populations peuvent étre influencéls paésence chronique de
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contaminant s. Fai sant face aux changement s
di ff® entes strat®gies ® olutives correspond
vie (supportées par des processus génétiques ou plastiques) penmett@ptimisation de la
fitness des individus. Lbdéexposition des popu
exemple entra’” ner via ces processus adaptat
premiére reproductio(Donker et al., 1993; Martins et al., 20ldhe augmentatiofGuan and
Wang,2006bpu une di minution de | 0i (Kengettal, 808432 me nt
Ki mberly and Salice, 2015; Kadi ene et al .,
2022) une diminution du taux de croissan@uan and Wang, 2006b; Kenig et al., 2013;
Martins et al ., 2017; Kadi,erde sett aallx.(Yd étzad I e n
al., 2016; Martins et al., 2016y encore de la survidlartins et al., 2017; Yang et al., 2020)

(Tableaud3).Par ai ll eurs, |l es param tres abiotique:
ou encore |l a duret® de | 6eau peuvent °tre ic
de vie des organi smes, du f diatdapdbdaj uehemgedm
®gal ement . La temp®r at ur e pani led pincighuxrfacteu®s de |
abiotiques 7 | 6origine de |l a variabilit® de

organismes aquatiquésylin and Gotthard, 1998)

Comme discut® pr ®c ®demment pour | 6i mplicati
modi fication de |l a sensibilit® toxicologiaqu
| 6®chell e de | 6individu peuventtseddt®»v®L erre
de | a descendance. En effet, de nombreuses (¢

stress environnementaux montrent que les conditions environnementales subies par un parent
peuvent influencer & sagestendaniBorduriagnéki et alt 2012y e d e
Différents travaux de ce type sont documentés notamment dans le cas de la dégradation de la
gual i t® chimique de | 6envir onneGunhusiaadfigisiat i qu
| 6exposition maternelle au cuivre efChzam ne u
and Klerks, 2015)De méme, une réduction des taux de croissance et une reproduction plus
tardive ont été observéechez la descendance issue de parents exposés a des solutions
hyperosmotiques de calcium chez le gastéropdaeorbarius corneu¢ Ma gur an et al

Chez Daphnia magna,une réduction du poids des descendants a été rapportée aprés une
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exposition parentale au nick@Pane et al.,, 2004)Symétriquement, différentes études ne
montrent pas doeffets de | 0exposi tTswand par en
Wang,(2005)n 6 obser ve aucun i mpact sur | a croissar
chez la descendance aprés une exposition parentale au mercure chez une popDiapilonide
magna Chez certaines esp ces, | a modification
pl usieurs g®n®r ations | ors dbéexposition 7 ur
dans des conditions non exposées. Dans ce cas, les individus dé@ipmécédemment exposeés
retrouvent des traits inididus mifsae la mémeespesei Gela s i mi
a par exemple été mis en évidence chez deux espéces de daphnies. Les taux de croissance et la
reproduction qui avaient été altérés par une exposition au cadmiumagbiezia magndGuan
and Wang, 20063t Daphnia puleXChen et al., 2016ont revenus aux mémes niveaux que
ceux des individus contréles de la méme espéce apres un retour en eau propre. Des résultats
similaires ont également été rapportés chez le copépgdepus japonicugH. Li et al., 2015)

et le gastéropodelanorbarius corneu¢ Magur an et al ., 2022)

Prolongeant | es impacts populationnels quodun
l es traits dohistoire de vie, des I mpacts ®c
En effet), l es traits doéhi stde popuatiom Ainsiy une d ®t
changement dans les traits d'histoire de vie chez une population peut modifier la maniere dont

les especes exploitent leurs niches écologiques (modification des relations préutaiears

des relations de compétition ou encoee dl 6 abondance rel ative des
fonctionnement global de I'écosysteme affectant alors les fonctions clés de I'écosystéme
(Jgrgensen et al., 2007; Medina et al., 2008y exemple, une baisse de la reproduction des
femell es ddébune esp ce peut entra’ ner un reno
a son extinction, représentant une baisse significative de la ressource alimentaire pour les
prédateurs.Ainsi, la tolérance peut avoir des conséquences écologiques a long terme
susceptibles de toucher des rCetequastiondedéffets gani
l ong terme de | a contamination chi mi gsées sur |
au sein de la variabilité environnementale est donc importante dans le cadre de I'évaluation des
risques écologiquddledina et al., 2007; Coninck et al., 2014; Straub et al., 2@2Qirtant en

by

milieu naturel, I'étude des effets liés a I'exposition chronique a un contaminant est peu
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documentée. En effet, les rares études abordant ce sujet sont réalisées au laboratoire, avec des
organismes modeles, et les hypothésespoasc e nt es aux modi fi cati ons
vie en lien avec les réponses adaptatives qui se mettent en plhcor s de | 0 e Xy

multigénérationnelle des populations ne sont pas encore tres bien décryptées. La plus évoquée

déoentre el |l es avance que | es modi fications
potentiell ement | i ®e goxicologigdepat mpdentsalors deceided e t o |

tolérance» (van Straalen and Hoffmann, 2000; Tanaka and Tatsuta, ZGid)re F1).
Pourtant, | a modification des traits dohisto
du contaminant, ou encore avoir une valeur adaptative si elles correspondent a une sélection
des histoires de vie des populations exposées a la présziqoe Eigure F1). Cestrois

hypothéses sont détaillées ici.

; [
1

Effet di_re?t’ Cout de tolérance A_dap_tation de_s
+ effets differes histoires de vie

/

Altération des traits d’histoire (D

Exploitation niche écologique
Fonctionnement de I’écosystéme

Figure 1-1: M®cani smes entra’ nant une alt®ration des tr
multi g®n®r ationnelle déune popul ati on

21|Page



Chapitre | : Nature et conséquences des processus évolutifs en réponse a des expositions long terme a la
contamination chez les populatiothsd i n v eaquat®les ® s

1.2.1. Aggravation des effets toxiques directs

La modification des &t adutés pardud kfietstdxique diect due v i
contami nant (m®t aux | ourds ou compos®s o0rga
g®n®r ations expos®es. Le d®vel oppement, | a r
étre modifiés di aux effets tapies aigugt/ou chroniques du contaminaRar exemple, chez

Heterandriaformosa | 6 hypot h se doéun ef f e epotrexpligugru e du

la plus petite taille observée a la naissgixee and Klerks, 2004) Dans ce cas, | 6e
cadmium inhiberait | a production de vitellog
utili s®e comme source d@e sneo.urDe tn°rnee Qazgnadnasn tl ¢

and Klerks(2015) des anomalies ont été obsexvéhez les descendants aprés une exposition

parentale au cui vr e OGambwiaaffitci@dmi um chez | 6esp

Ces effets toxiques peuvent augmenter avec le temps chez les populations naturelles exposées.
Par exemple, une exposi ti on Daphn@amagaanirainen dur a
une di minution i1I mportante pour | a croissanc
mesure des génératiofMassarin et al., 2010Pe mémeP r unamine et al(2017)ont montré
gudune exposition ° des concentratiAedes envi
aegyptiinduisaient des changemsnte s traits doéhistoire de vie
générations successives. Les effets toxiques peuvent également survenir aprés une exposition
parentale et se r®v®l er dan ssdifférésrsur léetmitse nd an
doéhi st oiCe décathge emtre Bexposition a I'environnement et les effets biologiques
remetnotammenen question I'évaluatn actelle des risques écologiques basés sur des tests

sur une seule génératiaiCoutellec and Barata, 2013kar les effets différés peuvent
profondément affecter la capacité future des populations a persister dans leur environnement
(Beckerman et al ., 2 00 2.;En éfétCde montbreuses @tddesCo o k
®cotoxicologigues ont montr® des alt®rations
parentale aux contaminants dans les générations F1, notamment chez les arti@pméées

al., 2013; Piiroinen et al., 2014; Pakyari and Enkegaard, 2Ba5exemple, ch&zhironomius

riparius, | 6exposition |l ong terme au tributyl ®t a

déhistoire de vie dans |l es derni res g®n®r af
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reproduction) alors quoil noéy avaiMogtegtals de d
2007) De mémeYu etal.(2016)ont montr ® un retard dans | a mc
de vie deCaenorhabditis elegarepreés une exposition multigénérationnelle aux métaux lourds
avec une inhibition de la croissance dans la deuxiéme génération et une alimentation et une
reproduction plus faibles seulement a partir de la troisieme génération. Parfois, les effets
toxiquespuvent °tre diff®r ®s et sobdaggraver au ¢cC
plomb durant plusieurs générations chez le copéptmipa dubian 6 a f f ®la thille etpaa
fécondité des générations F1 et Riais a des effets importants sur les générations F3 a F9
(Pham et al., 20215avec une aggravation de ces effets au cours des générations. De méme, les
travaux de these d@ribiu (2020)o n t permis de mettre en ®vide
cascade sur | es tGammmarus fossauniustqaidor e | e tvioe sde g
de descendants aprés des expositions parentales de 3 semaines au cadmium et a la 3,4
dichloroaniling(Cribiu et al., 202Q)Ces travaux suggerent un réle prépondérant des compromis
entre |l es traits doéhistoire de vie et entre

Ces r®sultats souldiegnendtd ulnéei n&tt®ird°et ndodnaol gl®enr®r a

destenps courts dbéexposition et soulignent | 6in
sur des especes environnementales momd | es afin dbéam®liorer I
r®ponses populationnell es ~ |l a contuaiomi nati o

actuelle des risques.

1.2.2. Colts dela tolérance

Comme évoquée plus haut, une autypotheseévoquée pour expliqudes modifications

dohi stoobsede®&s edans | e cas doenlpmaseddsi on mt
processus adaptatifs et avance qud acqui si ti on de tolpeut ance
sbaccompagner de co%ts en termes de traits d
(Xie and Klerks, 2004)Par exempleChen et al. (2016) o n't montr® quben p
acquisition de toléranagpres exposition durant plusieurs générations au cadmium, les taux de
reproduction et les tailles ddaphniesDaphnia pulexsontplusf ai bl e s . Déautres

®gal ement montr® des r®sultats similaires av
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(Vigneron et al., 2015; Yu et al., 2016; Dong et al., 20@0¢ diminution du taux de croissance

(Pane et al., 2004; Guan and Wang, 2006b; Vigneron, 2015; Yu et al., R8&6&hille a la

puberté plus faibléFisker et al., 2011; Martins et al., 20101) encore une fertilité (nombre
déoembryons par (Guamaad Waeag), 2006 ru & al.i 20X5; Martins et al.,

2017) Théoriquement, les codts de tolérance peuvent se rencontrer peu importe que la tolérance
soit |l i ®e © wune adaptation g®n®ti que ou ~ d
tol ®r ance toxicologique et t xaiquerslordparupeer f or
r®al |l ocatioerdel e6®m@®cagniesmes permettant | a
normalement allouée a la reproduction ou encore a la croisgsiecand Klerks, 2004)En

| 6absence du contaminant, |l es organi smes r ®:¢
une fertilité plus faible) par rapport a des organismes non adaptés de la méméRasikuma

and Van Straalen, 1993; Xie and Klerks, 2003)

La tolérance a un contaminant peut ainsi augmenter la vulnérabilité populationnelle aux effets
n®gatifs doautr es {Dallingeeand Hickeen 2013pPar exenplm eest a u x

|l i gn®es de | OHeterandria éormdsdolémardes auscadmium se montrent plus
sensibles a des hausses de température que le groupe contrdle non tolérant au (@&dmium

and Klerks, 2003)De méme, une augmentation de la sensibilité au stress thermique a été
rapport ®e Gammarus bulemlérante @e pesticide clothianidi{8iddique et al.,

2021)ou encor e Daphmia mdgdiamléraie auecadmiuniKimberly and Salice,

2015 Déautre part, on observe parfois wune au
chimiques. Vogt et al. (2010) o n t par exemple montr® qubapr
tributylétain (TBT)c h e z | Ghieosomusaigariusles organismes étaient plus sensibles a

un stress cadmique.

1.2.3. Adaptation des histoires de vie des populations

Des modifications des traits doéhistoire de v
aux effets toxiques directs des contaminants peuvent également se produire au sein de
populations exposées a la contamination. Des modifications qui ontaleg adaptative

peuvent en effet survenir par des processus évolutifs de sélection des histoires de vie en milieu
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toxique(Posthuma and Van Straalen, 1993; Cameron et al., 20&3)modifications peuvent

o

concerner | 6©ge ou la taille ™ la premi re
juv®nil es ou encore |l a taille maximum attein
augment at i on onuAlots @ue taeéledtiomuesrhistbiresode vie est un cadre de

r ®f |l exion incontournable de | a biologie des
des espéces aux contraintes environnementales en éc(@oegens, 1992)ces effets sont

encore peu considérés commpetentiellement adaptési en écotoxicologie. Ces processus
®volutifs aujourddbhui sont pourtant reconnus
courts (par exemple, adaptation au changement climatradshaw and Holzapfel, 200&)

la pression de péclidargensen et al., 20038)la prédatioDarimont et al., 2009) Par défaut,

en écotoxicologie, ces modifications sont la plupart du temps interprétées comme étant la
mani festation de co%ts associ ®s ~ | 6acquisit
Pourtant, des auteurs ont suggéré que ces modificattuvemmt constituer un mécanisme de
toléranceparlum® me chez | es popul ations contrebal an-
a la contamination toxique. Ce type de modifications en réponse au stress chimique par

| 6adaptati on d eendiranhement toxique e pal exemple été progmuaéd

| 6i s op o dPercelli@scabaparDanker et al(1993) Chez cette espéce, les auteurs ont

montré que les populations exposées et adaptées au stress chimigue présentent une reproduction
précoce et une allocation reproductive accrue par rapport aux individus naifs. De méme, chez
Daphnia longispinaexposés au cuivre, il a été observé que les lignées tolérantes a ce métal
présentant un taux de survie deux fois supérieur, se reproduisent 3 jours grentlissent

20 % plus vite et produisent 3 descendants de plus par jour par rapport aux individus non
tolérants de la méme espéégra et al., 2011)Une adaptation des histoires de vie a également

été proposeéchezl 6 i s o p o d AselugjaguaticuparMaéby (1991)en milieu contaminé

par les métaux Ai nsi , gr ©ce ° | 6acquisition doune

capables de maintenir en milieu contaminé des taux de croissance démographique permettant

leur persistance.
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Tableau I-2 : Etudes écotoxicologiques sur la modification de la sensibilité toxicologique chez les organismes

taminants.
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aux contaminants (enelation ou non avec la tolérance toxicologique).
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contamination chez les populatiohd i nver t ®br ®s aqu

2. Tolérance et gestion du contaminantchez les arthropodes: le cas

particulier des éléments traces métalliques

2.1. Mécanismes de gestion des métaux

La contaminati on de | Oestdevénueaunerpeooaipation maeure | e s
En effet, | 6exposition aux ions m®talliques,
au nickel (considérés comme métauxon essentiels) peut entrainer une toxicité élevée chez

les organismes dd a leur bioaccumulation dans les tissus, posenéetl transmissible a
dbautres esp ces via la cha"ne trophique. D6

ou du cuivre, sont des métaux essentiels capils nécessaires en tant que cofacteurs dans un

certain nombre de prot®i nes et dbdéenzymes. T
toxiqgues |l orsquébéils sont pr ®s ents ° des con
mécanismesde défenseo | ®c ul ai re contri buent ~ | a r ®pons:s
aux m®taux et 7 | eur tesémanisntét@liquetsantinternaliséu ne e X
dans | 6or gamrnamsdengent des comgeaxes avec des ligands cytosoliques, gra

notamment a leur affinité pour les groupements thladsmétal internalisé est alors soit, (1)
métaboliquement disponible et exerce une toxicité en se fixant sur des molécules essentielles

au fonctionnement cellulaire (enzymes, acides nucléiques), soit (2) est détoxifié sous forme
inerte, puis stocké ou exae (Ahearn et al.,, 2004a)Tous les organismes possedent des
mécanismes de détoxification qui agissent a travers des processus de
séquestration/complexation afin de limiter la disponibilité intracellulaire des métaux, et ainsi,
limiter leur potentiel toxiqueA| 6 ®c hel |l e de | 6organi sme, ils s
entre les divers tissus. Par exemple, les travausektin (2022) ont permis de mettre en

évidence la cinétigue de bioaccumulation des métaux (notamment cadmium et zinc) dans les
organes @Ganmhrisdossparunt eChez cette esp ce, il a ®t
un r*l e central dans | daccumul ati on, l a di st
sont des organes hypaccumulateurs jouant une fonction principale de stockage et que les
branchies ont un rt'le important d\danssitededaccur
| 6 accumul auxidanslesdrgases,mr@icompartimentation interne du métal se produit

au niveau cellulaire, & métaux peuvent étretrouvés(1l) dansla fraction cellulaire

cytosoliquéfraction dite «soluble») et potentiellement assosi&desligomeres de glutathion
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tels que dephytochelatines(PC) ou des protéines telles que degtalloprotéines (MT) ou

(2) danda fraction insolublest associés a des organelles cellulaires commgslesomesles
mitochondries, le réticulum endoplasmiqueou encore associésdes granules insolubles

(MRG, metal rich granuleg (Wallace et al., 2003; Oteffeariiia et al., 2022)pans cette partie,

nous nous focaliserons principalement sur les mécanismes de gestion des métaux documentés

chez les arthropodes.

2.1.1. Les métallothionéinegdMTSs)

Les métallothionéines sont considérées comme les principaux agents de défense des invertébrés
pour séquestrer les métaux, en particulier chez les crus{@némte et al.,, 2019)
Historiquement, les métallothionéines ont été découvertes dans le tissu du cortex rénal du
cheval en 1957 par Margoshes et Vallggnssens et al., 200®epuis, les métallothionéines

ont largement été étudiées et il a été montré que ces protéines sont présentes dans de nombreuses
branches de | 6arbre phyl og®n®tique, des micr
considérées comme un €lément cantiu métabolisme des méta(Xiller and Fraissinet

Tachet, 2018)Les métallothionéines sont detéines norenzymatiques trés conservées de

fai ble poids mol ®cul ai r e, ) forte teneur en
aromatiques et présentant une bonne stabilité thermique. En fonction de leur séquence primaire

en acides aminés, les métallothéores sont des protéines tres hétérogenes. La plupart de ces
protéines ont une longueur comprise entre 24 et 85 acides aminés, maisi qatlegent

atteindre des longueurs de plus de 300 acides aminés chezeserapecegZiller and
FraissinefTachet, 2018) La principale caract®ristiqgue ¢
possédent un pourcentage élevé de cystéine (15 a 33% de résidus cystéines par protéine) alors
gue | 6on retrouve en moyenne des pourcent age
Cbest gr ©ce auque les@gtalldthioméinesypsuvest! ilies iens métdliques

En général, il y a deudomainesie liaisons aux métaux par proté{danssens et al., 2009; Aly

et al., 2014; Ziller and Fraissin€achet, 2018) En | 6absence de m®t aux,
pas une véritable structure secondaire mais adopte une conformation compacte avec quelques

cystéines sur la surface extérieure. La structure tertiaire est acquise lorsque les
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métallothionéines sont liés a des métaux, eelle d ®pend de | a nature de
métaux divalents comme le zinc et le cadmium vont lier quatre cystéines alors que les métaux
monovalents comme | e cui vr e éines)etidédpend agaement v o nt

du nombre de métaux li€&iller and FraissineTachet, 2018)

Les métallothionéines ont trois principales fonctioBles jouent un réle majeur dans (1)

| 6hom®ostasie des m®t aux essentiels en const
disponible pour la synthese de métalwymes, (2) la détoxification des métaux lourds non
essentiels en limitant leur femtiel effet toxique de fagon direct par chélation et (3) la défense
antioxydante en limitant les effets des radicaux hydroxyle (OH) et super@®ydevia la

capacité réductive des groupes thiol dgstéinegAmiard et al., 2006; Mao et al., 2018es
protéinesont une expression spécifiqgdans les différentsssus, déterminée par la présence de
métaux ou de facteurs de transcription spécifiques aux t{dsmssens et al., 2009)es
métallothionéines sont principalement retrouvés tkessaeca et les branchies des invertébrés

mais également dans 6 h®p at opancr ®as ( ®gal edagvettébrasppel ®
(Roesijadi, 1992) Mai s el l es peuvent ®galement °tre r

tels que les intestin&oesijadi, 1992; Amiard et al., 2006)

Léoexpression des m®t &l16leaploismaa@xicmede noenbréuses n d u i
esp ces dbcamme Hocumpntédhesles amphipddasmmarus locustéCorreia et

al., 2002b)et Allorchestes compresg®ong et al., 2020aprés une exposition au cuivre, chez
Daphnia magngGuan and Wang, 2006ktchinogammarus echinosetosiMartinez et al.,

1996)et le collembolérchesella cinctgTimmermans et al., 2005; Roelofs et al., 208&es
uneexposition au cadmium, ou encore cBegphnia magndTsui and Wang, 2008preés une

exposition au mercure. On retrouve également une surexpression des meétallothionéines chez
débautres esp ces dbéinvert®br ®s (autres que |
au cadmium cheze bivalve Anodonta woodiandY. Li et al., 2015)ou chez le gastéropode

Helix aspersdHispard et al., 2008; Baurand et al., 20458 suite a une exposition au zinc chez

les bivalvedMlacoma balthicat Potamocorbula amurens(¥Vallace et al., 2003)
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Le mécanisme le plus décdhez les espéces animal@éans & régulation des geneates
métallothionéinepar les métaux lourdsst médiéar un facteur de transcriptiosensible au

zinc, leMTF-1 ou MREDbinding transcription factet (Grzywacz et al., 2015 e facteur de
transcription est une prot®i ne ~ doigt de zi
insectes aux mammiferes. Les régions promotrices des genes de métallothionéines contiennent
un ensemble de sites de liaison spécifiques auxuiactie transcription régulant la transcription

basale et la transcription induite par les métaux.

phosphorylation — 3 (@) e .
dephosphorylation 4—@) )
@ £

coactivator/
Mediator

%‘ TBP
AN

XAYAYAX

general transcr.

machine :
&/ transcription of

target genes
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Figurel-2: Vue dbébensembl e dléExtiaits deGither etalt 2002n de MTF

Au niveau des régions promotrices, le motif MRE (Metal Responsive Eleastith séquence
consensus reconnue par MIF Une fois activé, MTH induit la synthése des
métallothionéines en allant se lier au niveau des motifs \N&o et al., 2012) L 6éacti vati
de MTF1 peut se faire (1) directement par le zinc présent dans le cytoplasme, (2) par libération

indirecte de zinc par | es m®t al |(Jatsdensetral®i ne s
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2009; Grzywacz et al., 2016} (3 indirectement par la phosphorylation/déphosphorylation du
facteur de transcriptioGunther et al., 2012) Lor s doéun stress aux m
constitutivement lié par les métallothioné€ines peut étre libéré soit par les protéineseiies
(lé6affinit® de | a prot®i ne pour l es m®t aux
mercure > cuivre argent > cadmium > plomb > zingpit par le stress oxydatif induit par les
métaux toxiquesAinsi, MTF1 augmente la transcription des génes des métallothionéines par
la stimulation du zinc présent en excés dans la cébueard et al., 2006; Gunther et al., 2012;
Grzywacz et al., 2015)Une synthése de la régulation de MTFet de la transcription des
métallothionéines est présentée danBidpre 2. Ainsi, apres séquestration des métaux par
les métallothionéines, celles sont éliminées a travers le systeme endomembranaire

lysosomal.

De multiplescopies de génes é&oformes sonsouvent présentes chez les organismes et
différent généralement dans leur affinité de liaison avec les métaux. En effet, dans certains cas,
un seul g ne peut coder deux i sof oscapaeesux ou pl
ou plusieurs génes étroitement liés sont responsables des isofGumesng and Hardeman,

2018) En ce qui concerne les métallothionéinas, retrouve plusieurs genes codants pour

di ff®rentes i sof or mes c h ez ertaimeg iso@rmesn sbret var
sp®ci fiquement i nduites par un seul m®t al e
différents(Amiard et al., 2006; Janssens et al., 200@rmi les différentes classifications des
métallothionéines proposées, celle du groupe de Silvia AtGapdevila and Atrian, 2011;

Palacios et al., 2011; Atrian and Capdevila, 2@t8hd en considération un critere de fonction

mo | ®c ul aadirecla préfééerce de chaque métallothionéine de donner lieu a des
complexes homm®t al | i ques bien repli ®s | ors quodel | e
Cu(ln] soit des ions monovalen{Cu(l)]. Cette classification propose deux catégories de
métallothionéinesles zinethionéines (pouvant lier des ions divalents) et les cdhimmnéines

(pouvant lier des ions monovalen(Bpfill et al., 2009; Capdevila and Atrian, 2011; Palacios

et al., 2011) Pour chacune de ces catégories, plusieurs isoformes sont retrouvées avec pour

chacune doéentre elles une sp®cificit® de | i e
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connai ssance, aucune ®tude nobda fait l'a | um
transcriptionnelle doébune isoforme plut?®t qubo
m®t aux. Pourtant <ces diff ®r e n catsmaidtenanshge®c i f i

documentées dans les études écotoxicologiques ou en biologie molééutainal et al., 2006;

Janssens et al., 2009)a drosophile Prosophilia melanogastgr a par exempl e f
doune ®tude pouss®e sur [(YavengetRah, @A22)Audotal, sixke s m®t
isoformes de métallothionéines ont été identifiées,esaté MTnA & MTnF. Les isoformes

MTnA a MTnE sont toutes des cuiviigionéines. Seule la MTnF est une zthminéine,

présentant alors une tres forte affinité pour ce n{&ialen et al., 2022)De méme, chez le
crabeCallinectes sapidyglifférentes isoformes de métallothionéines ontlétkitepour jouer

des roles physiologiques différentdeux isoformes auraient un role de détoxification tandis

que deux autres seraient impliqués dans des fonctions de rég(Batawer et al., 1992Y0n
retrouve ®galement des ®tudes identifiant | ¢
exposition a différents métaux. Par exempleselman et al(2013)ont mis en évidence une

r®gul ation sp®cifigue des m®tall othion®ines
cadmium chezDaphnia pulexavec | 6hypoth se débune diff ®re
configuration des éléments régulateurs sur la région du promoteur. Deux groupes de
métallothionéines ont ainsi pu étre identifiés. Le premier groupe qui se compose de deux
isoformes appeléemtl et mt3 réagissant au stress cadmique et un deuxiéme groupe se
composant de deux autres isoformes aggelié2 et mt4 etréagissant au cuividsselman et

al., 2013)

Dans |l a |Iitt®rature on retrouve plusieurs hy
de m®tall othion® ne pour un mo®t al pl ut®t qué

par des mutations survenues au cours des duplications de ldothigtiaéine ayant pu

influencer | 6affinit® de chacune(Daliegeramr ot ®i r
Hockner, 2013) Ce qui I mplique que | a s®quence do.
contient des d®terminants qui ®t abl i ssent (I

(distribution des cystéines, nombre et type de résidus intercalant, longueurs totadgsides)p

(Capdevila and Atrian, 2011; Palacios et al., 201l autre mécanisme possible serait la
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pr ®sence de cofacteurs diff®rents ou | outil

fonction du type de météEgli et al., 2006; Palacios et al., 2011; Wright and Black, 2023)

Gréce a leurs caractéristiques, les métallothionéines sont des prjméaresin role important
dans le maintien de I'homéostasie des métaux essentiels, la détoxification des métaux non

essentiels et la protection contre le stress oxydatif et les radicaux libres.

Il existe principalement deux grandes méthodes pour quantifier les métalkities les

méthodes directes et les méthodes indirectes. Parmi les méthodes directes on retrouve la mesure
de | 6expression de g nes |l orsque | efpars®que:
exemple Wu et al., 2008, 2012; Roelofs et al., 2009; Baurand et al., 2015; Chen et al., 2016)

ou la mesure par spectrométrie de masse, maiscélle n 6 ®t ant auj our doéhui

| 6 esp c éMehuseaha.,i201é; Gunnat, 2021)Les méthodes indirectes (par exemple,

A. Geffard et al., 2001, 200w allace et al., 2003Hispard et al., 2008Dong et al., 2020)

font principalement appel a des approches bioanalytique (typiqguement fractionnement
cellulaire suivi par chromatograghliquide a exclusion stérique) qui mesure une fraction
enrichie en métallothionéine. Ces méthodes sont le plus utilisées dans les études
écotoxicologiques (65% des études sur les métallothionéines recenséts Tatrisau 4).

Ces études se focalisenbtamment sur la détection des métallothionéines en tant que

bi omarqueur. LOIint®r°t des m®t hodes indirect
des formes protéique de métallothionéines qui ont une-deme pl us | ongue qu
mesuré dans leméthodes directegial 6 e x pr e s s i @@miarddet al., 2006yLess

m®t hodes directes principal ement par | a mesu
permettent une détection spécifique des différentes isoformes et une évaluation de la réponse
pr ®coce suite aux c¢hange nfassetman esabd, P@LAN effet, de | 6
comme vue pr ®c®demment, | 0expression des m®t
niveau de la régulation transcriptionnelle et dépend de facteur de transcription induits par des

facteurs environnementaux.
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2.1.2. Les granulesriches en métaux MRG)

Les granules sont principalement retmeomuyv®s d
I'hnépatopancréas des crustacéselbesse présentent sous forme de vésicules ou de vacuoles

liées a la membran@hearn et al., 2004a). 6 a n a | y smeposition del cas g@rules par
microsondédrayons X ugg re qubéils contiennent du cal ci
(zinc, cuivre, fer) complexés avec du soufre ou du phosphore. Ainsi, grace a la complexation

du métal potentiellement toxique avec des anions,-cest retiré du cytoplasme des ckdhi

et est séquestré dans la membrane vacuolaire sous une forme insoluble et détoxifiee. Enfin, le
m®t al peut °tre rejet® dans | 6e nAhéametnah,e me nt

2004a) Les métaux peuvent étre détoxifiés par différents types de granules dont la composition

et |l a Il ocalisation d®pend du con¢Keametralg nt m®
2010)
DIGESTIVE
Zn E{dgg Fe FLUID
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Figure 1-3: Les différents types de granules (ExtraitsAdhearn et al., 2004a

Dans la littérature trois types de granules intracellulaires sont décrited-igoie +3) : les
granules de type A qui sont constitués de couches concentriques de phosphates de calcium et
de magnésium pouvant contenir du zinc, du mangamiasequedu phosphore les granules

de type B qui sont constitu®s de soufre, gu
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viendrait de la dégradation lysosomale des métallothionéhte=arnet al., 2004; Nassiwt

al., 2000; Rainbow, 200 Peuvent étre associés a des métawqted le cadmium, le cuivre, le

mercure et | dargent ; et | es grbmeadrigalinede typ

contenant principalement du fer. Enfin, un autre type de granules ont étésdgcaitelles de

type D), ceuxci étant extracellulaires et se formant entre le calcium et le carb@iegarn et

al., 2004a; Rainbow, 2007 hez les crustaceés, les granules de type A et B sont les plus

frequemment documentéRainbow, 2007)Par exemple, des granules de type B ont étésmise

en évidence apres une exposition au cuivre Gsmmarus locustéCorreia et al., 2002ape

méme cheDrchestia gammarelluapres une exposition au zinc et au cadmiassiri et al.,

2000)ou chez une population naturelle de balaretsaclita squamosaxposésn situ(Masala

et al., 2004)

2.1.3. Les phytochelatines (PCs)

Les phytochélatines, sont deliggomeéres de dipeptide acide glutamigpystéine suivi par une

glycine terminalede faible poids moléculairet riches en cystéineysthétis&€s par voie
enzymatique Contrairement aux métallothionéinedles ne sont pas codées génétiquement,

mais sont des peptides non ribosomiques produits a partir du gotgthr I'enzyme
phytochelatinesynthase (Bundy et al., 2014) Comme les métallothionéines,esl
phytochelatineghélatent les métaux par l'intermédiaire gesupementshiols libresprésents

sur les résidus cystéine et se lient donc aux ions métalliques, en particulier le cadmium, mais
aussial 6 ar,auanmercuece’ | 6ar gent , aTeutefois lephytothélatinesantu i v r e
les méme affinités de liaison avec différentgtaux(Bundy and Kille, 2014)A1 6 or i gi ne,
peptides ®taient consi d®r ®s comme sp®ci fique
de phytoch®l atine synthase et déun g ne per
Caenorhabditi®legansAucungéne de phytochelatisynthasen 6 a encor e ®t ® d®c
arthropodes. Toutefois, une pos synthdseea é&éxi st e
identifié chez le chironom€hironomus oppositugCobbett and Goldsbrough, 2002)es
phytochélatinepourraientdonc jouer un rolglus importantdans la gestion métalliquehez

les invertébrés qu'on ne le pensait jusqu'agre
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2.1.4. Autres mécanismesxistantsdans la gestion des métaux

En plus des mécanismes de séquestrations des métaux décrits précédemment, certaines
organellef pri nci pal ement r et r chexle® décapadasiies que lésh ®p at ¢
mitochondries, le réticulum endoplasmiqueet leslysosomegermettent aussi de séquestrer

les métaux lourdsia des protéines de transport membranaire et des cdBerting et al.,

2007) Ainsi, | or sque | es m®t a u X | our ds tra
h®patopancr ®ati que et p®n trent danas, ilsl e cyt
peuvent étre (1) complexés avec les métallothionéines cytoplasmiques 2.1.1), (2)

absorbés et séquestrés dans les mitochondries, (3) le réticulum endoplasmique, (4) les
lysosomes, ou (5) exportés hors de la cellvie des transporteurs membranaires de
I'hépatopancréafChavezCrooker et al., 2003; Ahearn et al., 2004b; Sterling et al., 2007;
Gerencser, 2010Par exempleChavezCrooker et al(2003)ont mi s en ®vi dence
déun syst me de transport ATPase du cuivre d:
ameéricain HHomarus americanyspermettant de séquestrer les métaux dans ces organites et

détoxifier la cellule.

La présence en exces de métaux lourds provoque une augmentation des espéces réactives a
I
d
oxydati fs et | 0 a exydatftohs,d®95; Quintaseyrcet al.,/A@L5; dimet |

(@)}

0 XYy g nae nied @d&l)laireincluant les anions superoxydesz{Qle peroxyde

(@}

hydr 029, & ées raditaux hydroxyles (OH), entrainant une série de dommages

al., 2022) La superoxyde dismutaselacatalaseet laglutathion S-transférasejouent un réle

clé dans la protection des organismes contre les espéces réactives de |'oyddeeactivités
sontexacerbées or s d o6 une e x p(Quantaneirmenal.,201%; Limmed &l.a2022)

Les superoxydes dismutases (SGDp n t doéi mportantes e@eugeptmes al
pi ®ger |l es radicaexclebeéespdetPgexygbdbonegani s
oxydatifs. On retrouve principalement quatre types de S@BCu/ZrSOD, la MRSOD, la

FeSOD et la NiSOD. Parmi ces types, laCutBOD est | 6une des pl us i
de radicaux libres et $muvent principalement dans le cytoplasme et les tissus intercellulaires.
Lorsque les organismes sont exposés aux métawitsloilexpression de la SOD est régulée a

la hausse afin de maintenir les fonctions physiologiques normales et d'éliminer les radicaux
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libres(Liu et al., 2022) Lescatalases (CAT3ont des enzymes intracellula@nti-oxydantes
notammentimpliquées dans la dégradation Hed®4 en eau (HO) et en oxygene (£
(Quintaneiro et al., 2015) esglutathionStransférase (GST)sont des enzymes responsables

du maintien de | 6hom®ostasie | ors de | a phas
en trois phaseda phase | étant la biotransformation des métaux, la phase Il étant la conjugaison

des métaux et la phase ®t ant | 6®I i mi nati on) . En r®ponse
leur groupesulfhydiyle présent sur les cystéines que les GST peuvent chélater les métaux et
participer au c YJozZefezakctoab, 2012 msi, ®d GST tjouemtrun rdle

contre les ROS et le stress oxydatif et sont des enzymes cruciales dans certaine voie conduisant

| 6®1 i mi nati on (Haeketalc2080) 0s ®s t oxi ques

2.2. Tolérance des populations et mdulation des mécanismesle gestion des

meétaux

Comme vue précédemment, la détoxification des métaux peut se faire par le biais de différents
mécanismes chez les arthropodes dont les principaux sont la liaison aux métallothionéines ou

la précipitation des métaux dans des concrétions insolubles (MR&)sLod dune expos
chronique aux métayes organismes peuvent devenir tolérants (décrit dans la palfie
Cependant, les mécanismesspuacent s ~ | 6acqui sition de cet
tr s bien connus. La r®gul ation de | dactivit
dans | 6adaptation des orgadiusmad ex elmpd revsi rdd®rc
r®ponses transcriptionnelles plastiqupars en r
exempl e, aux variations Jsonttoeumpnifandsansetal., de p
2009; Kelly et al., 2012) Dans cette partie, on soéint ®r ess
détoxification des métaux varient dans feaori veaux dobéexpression (con
termes doéinductibilit®) chez des popul ations
suggerent queelstockage interne et la détoxification des métaux panétallothionéinegt

les granules riches en métaspntassociés &a tolérance accrue aux métaux et méme a une

résistance génétiqu@vallace et al., 2003oir Tableau 14).
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Un exempl e, peut °tre | 6un des mieux ®tudi ®s
au cadmium a été décrit chez le collemi@tehesella cinctaChez cette espece, la tolérance
au cadmium est en grande partie | i ®e ~ |l a su
régulation transcriptionnelle dépend largement de facteurs @g ul at eur s ( s®que
capabl e de modu lgéene prdséntsur e ménte £hromosofSigiemborg and
Roelofs, 2003)Les individus des populations provenant de sites contaminés par les métaux
(sols miniers) présentent une expression accrue du géene de la métallothionéine par rapport aux
populations de référen¢8terenborg and Roelofs, 2003; Timmermans et al., 2005; Roelofs et
al., 2009) Il a notamment été montré que les individus tolérants chez cette espéce doivent leur
tolérance accrue au cadmium a une expression basale plus élevée du gene de la métallothionéine
plut®t qudéd” wune augmentation dEmmermanseta.nscr i f
2005) De m° me, I 6i mplicati on de saux médauslétéot hi or
sugg®r ®e chez de nombr euspewrataiugues. eGdpe <te sl
chez les crustacdglorchestes compresg¢Bong et al., 2020Paphnia magngTsui and Wang,
2005) Daphnia puleXChen et al., 20163t Gammarus pulekStuhlbacher and Maltby, 1992)
ou encore chez les insectasopheles gambig@ireji et al., 2010) ChaoborugRosabal et al.,
2012)etChironomus ripariugPedrosa et al., 2017)u fait que les métallothionéines peuvent
étre sensibles a différents métaux, les genes de métallothionéines qui conférent une tolérance a
un métal sont également susceptibles de conférer ut@éance visxvi s dbéautres m
(Xie and Klerks, 2003) Do6autre part, en plus de | a sur e
ni veau basal de GST plus ®l ev® peut °tre ret:
c hez | GhieosgmiucripariugPedrosa et al., 2017b) Allorchestes compresg®ong
et al., 2020)

Cependant, |l a tol ®rance aux m®taux ndest pas
des m®t all othion®i nes car cert aderdé&axificatisnp c e s
pour séquestrer les métaux telles que les MR @.1.2), le stockage des métaux dans les

MRG pouvant se faire indépermdment ou en parallele des métallothionéines. Par exemple,
Brown (1977, 1978p mis en évidence une accumulation du cuivre dans des granules chez des
populations du crustacé isopode aquatigsellus meridanugolérantes a ce métal alors que

ces granules nodo®taient pas retrouv®s chez d
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Chez | 6 aOnghdstiagamdarellys a été suggéré que la tolérance au cuivre ceéz
especamarire pouvait étre partiellement attribuée a la formation de granules intracellulaires
dans les cellules du cagdeeks, 1992)De méme, chez des populations naturelles du crustacé
décapodd’alaemon argentinuslérantes au cadmium, la voie principaledéoxification se
fait par complexation du cadmium dans des granulesMR®) a la différence des populations
non tolérantes qui détoxifient principalement le cadmium par liaisons aux métallothionéines
(Chiodi Boudet et al., 2019).a séquestration dans les granules riches en métaux serait dans ce
cas plus efficace que les métallothionéines pour détoxifier le cadmium, permettant aux
organismes vivants dans des milieux contaminés de mieux tolérer des niveaux élevés en

cadmium. De m@e, dans la review déijver et al. (2004) différents exemples suggérent que

|l es granules seraient responsables de | a tol
tandis que | es m®tall othion®i nes agiChez ent p
déautres esp ces, |l es m®cani smes de d®toxi f

tolérance des populations. Par exemfdlean et al(2011)n 6 ont montr ® aucune
lien avec des tolérances différentiele® r s doéexposi ti on daimreet un mi |
zinc, dans les niveaux de compartimentation subcellulaire de ces nifrtibons contenant
métallothionéines ou MRG) entre deux populatiodne | 6 a mpammarus gudexune

naive etunapriorihi st ori guement expos®e ~ ces m®t aux

Malgré le fait que les mécanismes de détoxification puissent étre responsables de la tolérance
aux meétaux chez les organismes, le réle potentiel de ces mécaresgnegtallothionéines,

MRG) dans le transfert de la tolérance a la descendance reste rarement étadid des
arthropodes, on recense tout de méme quelques travaux étudiant si la tolérance observée au
cours de différentes générations est bien liée anartission de tels mécanismes, notamment

chez les bivalves ou les poissovieng and Wang2014)ont étudié la tolérance au zinc et au
cuivre des descendant s produits par guatre
Crassostrea sikameaxposées a différents gradients de contamination. Dans cette étude, les
auteurs ont observ® wune ® ®vation de | a sYy

probablementdea u x m®t aux transf ®r ®s par |l a m re. C
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responsables de la tolérance accrue aux meétaux observée chez les embryons et les larves
déhu " tres n®s de parents provenant de sites
également été proposée chez deux espdEpsissonsOreochromis mossambices Danio
rerio, 0% |l e transfert doéions m®talliques mater
chez | a descendance et serait alors responsa

observée chez la descendaf\tal et al., 2008, 2012)

Chez les arthropodes, seules deux études étudiant les mécanismes de détoxification au cours du
transfert de la tolérance a la descendance ont pu étre rexérméeand Wang4005) chez

Daphnia magnanontrent que la tolérance au mercure héritée chez les nenésale premiére

g®n®r ation (F1) nodest pas due au transfert
métallothionéines a la naissance étaient identiques entre les conditions (témoin &) expesé
auteurs nbéexcluent pas | e rtle des m®tall ot
sugg rent gue | 6ARNM des m®t al |l ot hi on®i nes
reproduction Via les ovocytes). En effet, les auteurs montrent ase doncentrations de
métallothionéines dans les daphnies F1 sont significativement plus élevées chez les individus
tolérants apres une nouvelle exposition au mercure de 28 jours. Une autre étude réalisée chez
la méme espéce de daphnie (une lignée clomatent r e qudune exposition
au Cd entraine ureugmentation de la tolérance a ce métal et une induction significative de la
métallothionéine chez les daphnies exposées dans toutes les générations, avec une synthese
maximale dans les gérations tardive$Guan and Wang, 2006)ans cette étude, les auteurs

ont suggéré que la capacité des daphnies nées de méres exposées a synthétiser davantage de
m®t al |l ot hi on®i nes serait | i ®e cddmidm@lans gsme nt at
organismes de la descendanee (e transfert transgénérationnel dadmiun) (Guan and

Wang, 2006h)

Dans ce cas, trois hypothéses pourraient étre en fait geggéur expliquer la tolérance
observée dans la descendance : (1) un transfert des métallothionéines maternelles ou, (2) un
transfert des ARNm maternels de ces mémes métallothiondiese s T uf s, et ( 3)

des m®t aux induisant des niveaux doOoexpressio
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Tableau I-4 : Etudes écotoxicologiques sur la modulation des mécanismes de gestion des métaux en fonction de

la contamination métallique et/ou de la tolérance toxicologique.
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3.Les amphi podes CoOmme Mo @t bde ddeat ®IR

evolutives induites par la contamination des milieux aguatiqgues

3.1. Les amphipodes

3.1.1. Généralités

Les amphipodesAmphipoda f or men't un ordre de crustac®s
terrestres) comprenant plus de 7000 especes décrites. Parmi les especes les plus étudiées en
écologie et écotoxicologie, on peut citer par exemple celles du Gamenarugtel queG.

fossarumG. pulexG. duebeni, G. roeseliu encorés. locustapn r et rouve ®gal e me
espéeces tids que Allorchestres compressa&chinogammarus marinudHyallela azteca

Parhyale hawaiensi®?aramoera walkerou Talitrus saltator Les amphipodes colonisent la
quasit ot al it ® des milieux aquatiques, et dbéeau:>
sur la plupart des substrats tels que les pierres, les galets, les racines, la végétation ou la litiere
aquatiques(Vainola et al., 2008; Piscart and Bollache, 201Rar leur comportement
déchiqueteur, ils jouent un réle clef dans la dégradation de la matiére organique terrestre fixée
dans les réseaux trophiques aquatiques et contribuent ainsi au cycle du carbone et des
nutriments ainsi gu@til aer edi dter ilbduBnieorng i ke ¢
aguatiques. llgouent égalementun réle critique dans les réseaux alimentaires aquatiques,
assurant ainsi le fluxe nutriments et @nergie vers des niveaux trophiques plus élevés
(vainola et al., 2008)Les amphipodes sont également sensibles a une large gamme de
contaminants (métaux, composés organiques). Ces organismes sont des modeles de choix pour
les études écotoxicologiqu@éunz et al., 2010; Chaumot et al., 20£8j ils sont représentatifs

des milieux grace a leur caractére ubiquiste, ils sont facilement prélevables, manipulables et

l eur mai ntien au | aboratoire est possi bl e,

expérimentations au laboratoire et/otedtement sur le terra{iPiscart and Bollache, 2012)

3.1.2. Morphologie générale

Les amphipodes ont wune taille de Iciestitrasr e ( g
vari able selon | es esp ces et entre | es popu

entre 6 et 25 mm pour les adultes mais peut dépasser les 30 dm ghezDikerogammarus
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ou pour les espec@&hronima sedentariau Alicella giganteaCes tailles étant mesurées entre

|l a partie ant®rieure de |l a t°te et | 6extr ®mi

Les amphipodes présentent une cuticule calcifiée, un corps a symétrie bilatérale aplati
| at ®r al ement (- | 6exception de | a famille de

parties(Figure F4) (Piscart and Bollache, 2012)

- Latéteicelleci est constitu®e doune capsul e c®p
deux paires doéantennes (antennes 1 et 2)
(antenne supérieure et antenne inférieure) se comipae plusieurs éléments
(not amment déoun p®doncul e et déun fl agel !
fixées sur la partie inférieure de la capsule céphalique et sont plus ou moins pachées
la premiere paire de plagaieoxale.

- Le mésosomeil est composé de sept segments, a chacun desquels est soudée une paire
de plagues coxales. Sur chacun de ces segments se trouve une paire de pattes se
composant de 7 articles (les plaques coxales étant considéré comme le premier article).
Les branchies sont fixées aux plagues coxales ainsi que les oostégites chez les femelles.
Les oostégites constituent les tmurs de la chambre incubatrice appet@arsupium
(ou poche marsupiale), dans | aquellLéese | es
deux premieres paires de pattes, appelées gnathopodes, sont des pattes modifiées pour
la nutrition et la reproduction alors que les autres paires de pattes, les péréiopodes,
servent a la locomotion.

- Le métasomeil comprend trois segments dont les faces latérales sont appelées plaques
épimérales. Leur forme (et notamment celle des plaques épimérales 3) constitue un
caractére taxonomique important. Chacun des trois segments porte une paire

doappesondipte appel ® pl ®opodes. Leur battenm

débeau ali mentant | es branchies et | e mars
LOlur osome i se compose de trois segment :
caract®ristiques du troisi me uropode sont t

effet, celuici varie en taille et en forme, peut étre garni de tres nemsless soies longues ou
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courtes et présenter une trés forte asymétrie de longueur avec les deux premiers uropodes.

LOlurosome des amp hipptiboappesdicesappelé telstummé nlee2 Igbess.r u n

Urosome

Ce ;& Mésosome —> ¢ Métasome —» ¢—>.

Gl G2 P3 P4 PS5 Pé6 P7 Ple
Al A2 Pmd Pmx

-Al-A2 antennes 1 et 2 -G1-G2 : gnathopodes 1 et 2 -U1avus uropodes 1 a3

- Pmd : palpe mandibulaire -P3apP7 : péréiopodes 3 a 7 -t : telson

- Pmx : palpe maxillaire -Ple: : pléopodes -Ce : capsule céphalique
-Pcl aPc4  :plaque coxales |- 4 - Epi 1l a Epi3 : plaques épimérales 1 a3

Figurel-4:Mor phol ogi e g®n®r al ¢Extmiis dePiscarteanddBoéllache, Z2002p hi po d e

Il existe un dimorphisme sexuel chez tous les amphipodes. La distinction méale/femelle peut se

faire 7 I 67 i | nu c he@. fossarunicariclmer s fenwles ene s C C
reproduction, on peut ai s®ment observer | a p
déoovocytes dans | e do 9 lagoape binoculairesil@si possible de c u t i
sexer | es adultes en observant | a pr®sence d

et la présence de papilles péniennes entre la derniére paire de péréiopodes des males.

3.1.3. Cycle de vie et de eproduction

La dur ®e de viceanmd® fossaruaerspth i oo dledb or dr -eiétdne d e u X
rythmeée par des mues successives. La cuticule calcifiée étant inextensible, la croissance des

amphi podes ne peut se faire que par un rejet
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au cycle de mue. Le cycle de mue correspond
dur ®e varie en f onc ktidelaterdpératur®ar exeamplé, b £2°Cdle | 6 a |
cycle de mue ne dure que 4 jours apr s | 6®cl
femel | es Gl tossdruin@®s Geffacdest al., 2010EN général, le cycle de mue est

divisé en différentes périodes basées sur les phénomenes de cuticulogenese et de morphogénese
observ®s -~ | 6extr®mi t® doun p®r ®i opode. Ain

principales que sont la prau e , er-mdeietriat posinue.

Le cycle de reproduction damphipodes est étroitement lié au cycle de mue et a largement été
d®crit chez plusi elbyns20el3 pLeecsydibampdi pegrasdu
G. fossarunest par exemple décrit dans la pagi2.1ci-aprés La connaissance du cycle de
reproduction et de vie des amphipodes permet ainsi de pouvoir réaliser des études
multigénérationnelledJne étude longerme sur plusieurs générations a par exemple été mis

en place dans la thése @ebiu (2020)chezG. fossarum

3.2. Un amphipode diéne eonnu__eno écatoxicologie | 6esp cCe

Gammarus fossarum

3.2.1. Cycle de reproduction

Comme | a plupart des amphipodes, | 6accoupl €
formatond 6un ampl exus pr ®c 0 (Figurealb)oA la #n dy ayale dp r ®c o p
d®vel oppement ovarien de |l a femell e, Il e mO
gnathopodes antérieurs formant alors un amplexus précopulatoire pendant quetguesijeu

guelques semaingRiscart and Bollache, 2012) Le m©l e monopolise ains
la fécondation en se plagant en travers de maniere a pouvoir féconder les odes\ims

sortie des ovaire@Piscart and Bollache, 2012)a fécondation est donc externe et se produit
dans | a poche marsupi al e des f e mddpbmesdese t noé

ovocytes
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Gonades

Femelle

Figure 1-5: Couple deG. fossarunen précopulat (adapté de Vigneron, 20

Chez | es f e meG.lfossarumdeecycle dleemue etclee cycle de reproduction
(maturation des gamétes et développement embryonnaire) sont synchf@riisésaux travaux

réalisés au laboratoire notamment retranscrit dans les publicatiéhsGleffard et al(2010)

et deChaumot et al(2020) ces cycles sont bien connug. cycle de mue se décompose en 6

stades (A, B, C1, C2, D1, D2) pouvant étre déterminés au microscope en fonction du
d®vel oppement doébune nouvelle cuticul affeet du
des péréiopodes 3 et(@. Geffard et al., 2010)es stades A et B correspondent au stade de
postmue, | es st adenwedllessedes O 2tD2 a l&phée(Rigue £6). Le

cycle de reproduction se déroule chez la femelle entre deux mues, la mue précédant la ponte
dans le marsupiuni-{gure 16). Ce cycle correspond a un cycle de maturation des ovocytes au
niveau des ovaires situés dans le dos des femdligsiré +6), ai n s i qguo- un ¢
d®vel oppement déoembryons dans | e marmsapi um
guelques jours avant la mue de la femelle qui permet la ponte. Ainsi, juste aprés la mue, un lot
déovocytes matur es s o sohmaosopiuah ulsssonpadors fétoadésfparme | |
les spermatozoides et rentrentenembemyogs e. En parall | e, un nou\
en d®but de maturati on d a ensse)llLesovooytesdéveleppés( n o u
au cours du cycle n correspondent donc aux nouréawui se développeront au cycle n+1, et
lesnouveadnés qui se sont développés au cours du cycle n proviennent de la fécondation des

ovocytes développés au cycld rfFigure 16).
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D6 aut radurpeadu tycle de mue et de reproduction dépend de la température. Le cycle

dure environ 35 jowra 12°C, et 25 jours a 16{Chaumot et al., 2020)

Cycle n-1 Cyclen Cycle n+1

Cycle de mue &2 Bt A8 ot [ c 'Ti A8 [ ct ]

Cycle ovocytaire Gamétogénése Gamétogénése
Ovaires
Cycle de reproduction .. e e o DL NSRS . e | s
) & Ponte S Ponte
Cycle embryonnaire
. Fécondation Fécondation
Marsupium
Embryogénése Embryogénése Embryogénése
Sortie des juvéniles Sortie des juvéniles
du marsupium du marsupium

Figure 1-6 : Synchronisme du cycle de mue et du cycle de reproductiorcHegsaruntadapté de Cribiu, 202

3.2.2. Cinétique de bioaccumulation du cadmium dans les organes & fossarum

Les travaux de these dgestin (2022)ont permis de mettre en évidence la cinétique de
bioaccumulatiore t d 6 ® | desnmétaaxetinatamment du cadmiundans les organes

(branchies, caeca, intestin, céphalon et autres tiskazg) 6 e sG fossarum

Not amment, | es rGedinudtdl(202230 nde mMon®@truRkd d oddes de t e
suivie de d®puration, que pendant | a phase d
atteintes au bout de 7 jours dans chaque organe. La plus forte concentration de Cd a été
retrouvée dans les branchies, sugs intestins, des caeca, des céphalons et des autres tissus.

A la fin de la phase de dépuration (@88 our de | 6exp®rience), | es
diminué de 88% dans les intestins et de 66% dans les caeca. Toutefois dans les branchies, les
cocentrations de Cd ndédont pas daecaprésengesdans®s ul t
la Figure }7). Ces résultats ont permis de mettre en évidence que les intestins jouaient un réle
centr al dans | 6accumul ati on, l a distribution
organeshypeaccumul at eur s jouant wune ¢limnatonétque pr i n

|l es branchies ont un rt'le important dans | 06a
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Figure 1-7 : Concentration de métaux mesurées et prédites (ligne continue pour la médiane et lignes e
pour | dédintervalle de confiance © 95%) avec un

(B) exposées & 52.1 ng/L de Cd pendaptlaase ddédabsorption (0 ° 7 jo
28 jours). Ces deux phases sont séparées par la ligne verticale en pointillés noirs. Cette figure est adapt

et al. (2022).

Gr ©ce ~ ces tr av awder silesmétalahoséinds jooateyn edle dand d 6
| 6acquisition et | a tr ans nG. @ssarumnouskeonsicloisit ol ®r
de mesurer | 6expression de cette prot®i ne da

3.3. Les amphipodes en écotoxicologie évolutive

Le verrou de la représentativité des études écotoxicologiques étudiant les effetsednh@ng

en réponse a une contamination chronique a été pointé dans |4 datéee manuscrit (études

| aboratoire avec des organi smes mod |l es, ~ d
une dizaine de générations tout au plus). Ces études ne refletent pas complétement la complexité
des processus sejarents aux effets dexpositions multigénérationnelles sur la tolérance des
populations aux contaminants et sur les histoires de vie au sein des écosystémes naturels
(Coutellec and Barata, 2013; Oziolor et al., 2016)Dans ce context e, | 6e
montre que les amphipodes ont été des espéces modéles pertinentes pour faire la lumiére sur

| 6acqui sition de | a tol ® ance des popul ati ol
exemple, plusieurs sérieb6 ®t udes doé®cotoxicologie ®vol ut.

populations de terrain appan@ntau genrésammarusen Europe (en particuli€. pulexetG.
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fossarum et " HybldlaagtgcarcAeérique du Nord. Chét aztecaun grand nombre
do®tudes a document® | 6®mergence doébune tol ®r
famille des pyréthrinoides et des organophosphorés dans les milieux aquatiques contaminés par
ces molécules en lien avec des usages urbainsricolag (par exemplé&samble et al., 2023;
Major et al., 2020; Sever et al., 2020; Weston et al., 20C&s tolérances relevent
principalement de résistance génétique due a des mutations ponctuelles dans les protéines cibles
des insecticides m°me si ell es impliquent
| 6activation de sy st fication (Fumgz st nah, t 202 uDes de
expérimentations avec maintien des populations atiermge en condition non contaminées au
laboratoire et des croisements entre populations sensibles et tolérantes ont en effet conclu a une
forte composante génétique des tolérances développédd. mmtecadans les systemes
aquatiqgues contaminés par ces insectigiHesm et al., 2018; Sever et al., 2020; Gamble et al.,
2023) ChezGammarus pulexa tolérance aux insecticides neurotoxiques néonicotinoides a
®t ® document ®e dans di ff®rentes popul ations
allemands, mais avec une ampleur beaucoup plus faible que les tolérances aux insecticides
documentées @z la hyalelle(Shahid et al., 2018a; Siddique et al., 2020@s niveaux de
tolérance modérés présentent également une certaine variabilité spatiale et sai@wukere
et al., 2020) ce qui dans ce cas, a amené les auteurs a discuter de la nature génétique ou de
| 6acclimatati on de c®dlique at@nap2PuncensraireGearateto | ®r a n
al. (2021) on't montr ® guod uX eulexpeup devenit plus rsensible aux
néonicotinoides dans une riviere contaminée par des micropolluants urbains, dont des
insecticides néonicotinoides. Toujours ch®z pulex des tolérances ont également été
documentéesn situ pour des contaminants métalliques avec la encorevanabilité des
niveaux de tolérance constatés au fil du tefMsltby and Crane, 1994; Khan et al., 2Q11)
Mai s | 6une dees deccesiéetudes quieost exaraine dawivergence de sensibilité
chez des populations de terrain est quobelles
des comparaisons par paire de populations (une population contarsinée population
naive), excluant ainsi difficilement la problématique de facteurs de confusion pouvant expliquer
une divergence des sensibilités indépendantels dentamination mis en avant dans ces

études.
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Figure 1-8: Site naturel des Ardillats

Des travaux antérieurs ®al i s®s au sein du | aborasuwire d
| ébude de casane population d&. fossarunfpopulation des Ardillatspnt également révélé

la possibilité dune tolérance accrue aadmium transmissible a la descendarf@égneron et

al., 2015, 2019)Cette population habite un ruisseau de téte de bassin viefbaericé par un

fond géochimique naturel deadmiumprésent dans la région du BeaujolaisFeance (voir

Figure 18). Les r ®sul tats de tests dobéxmmsés au on

laboratoire sur des adultesifthement prélevés sur ce site ont montré que les gamswares

tol ®r ants ° c¢ce contaminant par rapport ° dba
contaminéed observé par leloublement des temps de survie ou des LEA@neron et al.,

2015) Cette méme tendance a été retrouvée pour la premiére cohodedaunésproduite

au laboratoire a partir de géniteurs prélevés sur le terrain. Ces résultats suggerent donc la
possibilit® débune transmission de | a tol ®r an
soul evant | 6hypoth se doéune adaptation g®n®t

déautres tr av &haumot et al.] 2000p \figaeroo ietrak, 20/) par des

approches de génétique quantitative (croisements de géniteurs et comparaison de la sensibilité
cadmique entre fratriesetdemir at ri es) ont conclu © | 6i mpossi
au Cd du f ai ts.sdFaluoner ant @ackay, 49BGes failile®e la sensibilité

cadmique au sein des populations naturelle&Gdéossarum(avectoutefois une influence
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maternellesignificative sur le niveau de sensibilité des portéd®r la suite une étude

compl ®mentaire a montr® que | orsque | 6on con

propre les gammares provenant de cette populdésnArdillats on observe une perte te

tolérance chez la descendaricgartirde la troisiemecohorte(Vigneron et al., 2019)Ces

résultatsont conduita la conclusion quedbservation de la transmission a la descendance de

la tolérance asadmiumdans cette population ne démontre pas une adaptation génétique. Elle

résulterait plutdt @in effet de dexposition parentale induisant une plasticité

transgénérationnelle qui influence la sensibilité des clasige chouvellement produites au

sein de la populatioenfinndes changements de traitmsitdéhi st c

chez cette méme population. Il a gt§geéé que cette population présente une taille a la puberté

plus faible et un taux de croissance ralenti par rapport aux populations vivant ennarilieu

contaminé(Vigneron, 2015 Bien que ces r®sultats soient

environnement al et quoitlesr nree fdl 6 utneen tc obniteanmi dneas

de popul ati on, |l eur port®e g®N®ri que reste |

unique pulation.
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4. Objectif et projet expérimental

Face au mangue de connaissances sur |l es r ®
multigénérationnelle des espeeessein des milieux aquatiquesttethésea eu pour objectif

g ® n ® interrogerdedrble possible de la plasticidé la sensibilité toxicologique et des traits

déhi stodarasdéedadapt at aucssmessccrmniguenacpnsidérartt e cas s

doé®t ude des G dopsarunzexposees distodgeiement et naturellement a la
contamination cadmique dans | es cours dbéeau

cet objectif, ces travaux de these ont été répartis en trois volets.

* Un premieraxe de recherche surdgplasticité toxicologique »a eu pour objectif de
confirmer et g®n®raliser | es r ®sul(VYigneran, obt en
2015 quant ) | 6exi st enc eauddchep®. gogsarant Deuxrtypest ol ®r
d @pproches ont été conduité) une approche comparative entre une douzaine de populations
naturellement exposées ou non du fait du leur contexte géochimique local (exposition évaluée
par des mesures de bioaccumul aexpémmentatiomgyde d o6 e n
déacclimatation au laboratoire en eau propreceiepopulations (commegarden), (2) des
exp®ri mentations doexposiatoireoon denotsldéegangmBres®r at i ¢
i ssus doun e-cogntanpinéd cmttéié exposés pamdadhimoisau laloratoire a une
concentratioradmuguereprésentative de la contamination des milieux nat(®@ebsug/L). Au
cours de ces deuxy p expérichdntation, différents teste sensibilit€a différentsstades de
développement, fenétres critiquésd e x p p ani étéiréalisés afin de décrie caractere

plastique ou génétiquae la tolérance eakransmission de cellei au sein des populations

BN

* Un deuxiéeme axe« mécanismes moléculairessousjacents a la tolérance
cadmique» a vouluétuder si les métallothionéines jouni¢ un r* |l e dans | 6ac-
transmission de la tolérance au cadmium ¢hgbpssarumPour cela, cette étuded e st d ®r o u |
endeuxtemps tout dbéabord, | 6identification de d:
transcriptome de cette espgueslame sur e de | 6 expr es s idanededxe ce s
organes impliqués dans la gestion des métaux chez le ganfbmarehies,caeca dans
di ff®r ent s auksoratitetin gitochez tes populations tolérantes et sensibles

au cadmiumdentifiées dans le premier axe.
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* Enfin, un troisieme axemo di fi cati on des traits doéhi s

contamination cadmique» aeupour objectifspécifiqued 6 ®t u dsinegaux8ie x pbosi t i or

des populationau cadmiunetoul 6 acqui si ti on de tol ® ance son

d 6 G.ifosstromet de midua comprendrecldvaleur adaptative ou
d.®duiceldleemémes de vi

des traits

non de ces modifications (colt de toléramse ® 1 ect i on

deux approchegue pour le volet toxicologiguent étésuivies:de s mesur es de tr ai

de vie accompagnant | approche exegn@®nditoment al e

contr !l ®e e, appathe mpargtived«uterrairsur differentes populations dé.

fossarunde rivieres norcontaminées et contaminges le cadmium.
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

Le Chapitre Il détaille les méthodes mises en place au cours de ces travaux de thése pour la
s®l ection et |l a caract®risation des sites
gammares, pour la réalisation des différentes expérimentations ett@rieseprotocoles de

mesure pour les différents paramétres biologiques suivis.

Dans lapremiérepartie |l e choix des diff®rents sites

méthodes utilisés pour caractériser la contamination métallique biodisponible et les conditions

dohabitat des popul ations.

Dans ladeuxiemepartie le détail du prélevement des populations sur le terrain et leur

condition de maintien au laboratoire est présenté.

Enfin, lesparties suivantesont consaces aux détails degrotocoles mis en place au

cours de cette thés®ans la partietrois, les différents protocoles des expérimentations
multigénérationnelles sont présentés.duatriemepartie présente comment la sensibilité au
CdaétéestméPar | a suite, |l a cingqgui me partie d®c
de vie ont ®t ® mesur ®s (notamment taux de ¢
protocole établi pour mesurer la structure de tailles des populations a parttedés
démographiques stdardisés. Enf i n, | e protocol e de mesur
métallothionéines edirievement détaillélans la derniére partie de ce chapitre.protocole

précis est présenté dans la publication n°3 présedatés le Chapitre IV.
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1. Sélection et caractérisationd e

0 hdash popukations @ ®t wal e

Gammarus fossarum

1.1. Choi x des

popul

Léidentificati on

at

ddune

ons do®t ude

gaompumn(Cd) sui lesite des Argillats ® e

(Beaujolais) lors des travaux de thése\gneron (2015) a structuré le choix des autres

popul ations

do®t udes

ut i |

s®es dans cette

orTEFe (- |
b
\

& Kol
W

e \\:«

0%

® Rivieres non contaminées
Riviéres avec contamination intermédiaire
® Rivieres contaminées
@ Grande ville
—— Cours eau

Figure Il -1: Localisation des quinze populatiods G. fossarunutilisées au cours de cette thése. Les cot
rouge, jaune et verte correspondent au statttnéaminé», «intermédiaire» et «non contaminé par du C
biodisponible de chacun des sites. Ce statut a été défini grace a un protocole de bioaccuawtilai¢voi

paragraphe 2.2 du Chapitre ).

Le site des Ardillats abrite une population @e fossarumtolérarie au Cd en lien avec le

contexte chimique local (fond géochimique naturellement riche en Cd, substrat cristallin, eau

douce tr s faibl

ement

calciqgue maxi mi sant

modele ce site, nous avons sélectionné pouraeaux de thése cing populations habitant des

cours dobébeau de t°te

de

bassin versant dans
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(populations Ardillats, Marchampt, Vernay, Morcille et Poye), complétées par six populations

dans le méme type de paysage mais géographiquement éloignées dans les Vosges (populations

Vancelle, Katlen, Rauenthal, Strenbach, Katlen et Rombach), égalemerdssdur des

substrats

cCri

stalli

ns,

ai

nsi

que

quatre

aut

Séran, Doulonne et Reigne) qui sont situées sur un substrat sédimdtitaire (F1). Les

d®t ai

| s

de

donnés dans [€ableau I41.

| 6empl acement

e tquinkess t ear @OtR® uidets

Tableau II-1: Localisation et caractéristiques des quinze sites utilisés au cours de cette thése. Le statut de
contamination au Cd a été défini par une approche de biosurveillance active (voir paragraphe 2.2 du Chapitre I1).
Le statut «contaminé» a été attribué auxtes dont la contamination en Cd biodisponible était supéreela

valeur seuil BBAC de 0.30 ug/g dw (poids sec) définie par Besse et al. (2013) et Ciliberti et al. (2017).

Site Nom de la Localisation Coordonnées  Statut de Distance Largeur  Conductivité
riviere (ville, région) GPS contamination ala dela de | 6eal
par le Cd source riviere printemps
(km) (m) 2022 (us/cm)
Ardillats L6Ar di ~ LesArdilats, 46°11'12.0"N Contaminé 3.1 4.8 101
Rhdne 4°31'16.0"E
Marchampt Marchampt Marchampt, 46°07'09.0"N Contaminé 1.4 4.7 44
Rhéne 4°32'52.0"E
Vernay Vernay Vernay, Rhéne 46°10'07.0"N Contaminé 1.2 4 67
4°31'44.0"E
Rauenthal Rauenthal Sainte-Marie- 48°13'40.4"N Intermédiaire 3.9 6.7 82
aux-Mines, Bas-  7°09'57.2"E
Rhin
Poye La Poye Les Fariats, 46°12'02.0"N Intermédiaire 0.4 1 69
Sabne-et-Loire 4°33'13.0"E
Morcille La Morcille Villié-Morgnon, 46A108M: Intermédiaire 0.84 4.7 104
Haut-Rhin 4A3866. 1
Strenbach Strenbach Aubure, Haut- 48 A1338M ( Intermédiaire 1.32 3.7 31
Rhin 7A9657. :
Séran Le Séran Béon, Ain, 45°51'21.2"N Non contaminé 32.9 23.6 373
France 5°43'14.5"E
Vancelle Vancelle Vancelle, Bas- 48°16'52.0"N Non contaminé 13 21 149
Rhin, France 7°18'04.7"E
Katlen Katlen Liepvre, Haut- 48 A16 &R ( Non contaminég 2.4 4.7 101
Rhin 7A200620.
Rombach La Liepvre, Haut- 48 A1 79 . Noncontaminé NA 7.1 71
Liepvrette Rhin 7A1764 . :
Seine La Seine Billy-lés- 47 A31 8% ( Non contaminé 5.67 6.5 290
Chanceaux, A A
Cote-d Or 4A41044.
Doulonne La Doulonne  Plumont, Jura 47 A7 8N 3. Non contaminé 4.69 3.8 175
5A44067. ¢
Reigne La Reigne Magny-Vernois, 47 A39 8N Noncontaminé 15.22 10.6 167
Haute-Saéne 6A2860. °
Cressonniere Le Pollon Saint-Maurice 45°57'28.0"N Non contaminé 0 NA NA
de Reymens, 5°15'45.0"E
Ain, France
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Tous ces sites sont situés dans un contexte naturel otnaamel (garantissant de faibles
niveauxdec ont ami nati on par des sources anthropig
a priori des caractéristiques hyermrphologiques proche¢Figure [F2). A partir des
informations de cartographie géologique et des données antérieures sur la contamination
bi odi sponi ble de | 6environnement, nous avon:
biodisponibilité en Cd entre les sites en raison de possibleses géochimiques naturelles de

Cd dans le Beauijolais et la région des Vosges, et de I'existence de contrastes a l'intérieur et entre
les bassins versants en tegwe dureté de I'eau, dont on sait qu'elle influence fortement la
biodisponibilité du Cd pour les crustacés et en particulier pour le ganjRellet et al., 2009;

Urien et al., 2016)De plus, ces quatorze sites ont été sélectionnés car ils abritent de fortes
densit ®s de po Bufdssatun appagenahigtoutestadasnpmedignée cryptique
(G.fossarunmB, BIN-ACG7784)(Wattier et al., 2020)

La popul ation Cressonni re, qui est | a popul
exp®ri mentations men®es au | aboratoire | NRA
popul ations ®tudi ®es. Cette popuneadssomniere habi t

pres de la riviere PollorF{gures11-1 et I}F2, Tableau |41).
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Figure Il -2 : Photos des quinze sites utilisés au cours de la thesé¢/gvedillats, (B) Poye, (C) Strenbach, (
Doulonne, (E) Rauenthal, (F) Vancelle, (G) Katlen, (H) Reigne, (I) Vernay, (J) Marchampt, (K) Se
Rombach (M) Morcille, (N) Séran et (OFressonniére
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1.2. Caractérisation de la contamination métalligue biodisponible

Pour chaque site, la contamination métallique biodisponible a été mesurée selon un protocole

de biomonitoring actif d®v elNRAR (Figuredl3). detteb or at c

méthode normalisée (NFT902 1, nor me AFNOR) consiste ° tra
m° me popul ation de r ®f ®rence sur tous | es
d®t er mi n®e . Pour <cel a, des gammeerlagpspulati@nl e s ( ¢

Cressonniere, apres stabulation pendant 15 jours au labqgratoire répartis dans des

di spositifs dbéencagement <cylindriques de 18
(Figure IF3). Ces systemes sont fermés aux deux extrémités et sont dotés de perforations
per mettant ~ | 6eau de <circuler. Les gammar e:
jours dans chaque site d'intérét (au cours de cette thése, des encagements orgéété réali
différentes dates entre Janvier 2020 et Juillet 202Rure 1+3). Aprésl'expositionin sity, la
concentration deamétaux bioaccumulé dans les gammares encagesté analysée pde

laboratoire d'analyse des milieux aquatiques (LAMAJMIRAE & Lyon par spectrométrie de

masse a plasma inductif triple quadripble (iICAPTM TQ 4@8, Thermo Electron) apres
digestiondes échantillons atidg@ assisté par micandes (HN@ 14M). La limite de
quantification (LQ)pour les différents métaaxété déterminée selamnorme AFNOR NFT90

210 La population de la Cressonniere étant la population de référence du laboratoire, les
données dbioaccumulation utilisées pour ce site correspondent a la mesure directe dans les

gammarespres échantillonnage de la population.

Systémes contenant
les gammares

Figurell-3:1 | l ustration de | a m®t hodol ogi e débencagement .
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De pr ®c®dentes ®tudes r®alis®es au | aboratoi
représentatifge la diversité des milieux éimance(Besse et al., 2013; Ciliberti et al., 20DnY}

permis de définipour chaque contaminadées valeurs seuils de contamination biodisponible

ou BBAC (Bioavailable Background Assessment Concentrationmg.concentration supérieure
alavaleur seui l BBAC signi fie | a pr ®s ence
significativement supériea@& la moyenne pour le site étudi@nsi, a partir des concentrations

en Cd obtenus dans les gammares encageés et exprimées en ug/g de poids sec, le statut de
contamination eil©d pour chacun des sites (présenté dans ldécda 1) a été défini selon la

BBAC défini pour le cadmium paBesse et al.(2013) et Ciliberti et al. (2017)

(BBAC cq=0.30ug/g poids sec).

1.3. Caractérisationdesc ondi t i ons pdpulatiansi t at des

Pour chacun des sites sélectionnés au cours de cette thése, une caractérisation fine des
parametres hydromorphologiques et gagametres ptsico-chimiques a été réalisée cours

du stage de Master 1S¢ i e n ¢ e s» (dneverditédLenaiard_yon 2) deClément Colomb.

Pour cela, diff®rents param tres environneme
soit au pr®alable ™ | 6aide de donn®es cartog
de Strahler, pente et occupation des sols), dimectement sur site lors des campagnes de

pr® vement r®alis®es entre Avril cauemedtui n 20

substrat, pH, conductivité, oxygéne dissous, température, conductivité).

La mesure de ladistance a la sources 6 esite fa | 6ai de du |l og

(https://www.qgis.org/fr/site/sur lequel ont été implémentés la localisation des sites et leur
réseau hydrographique. Ainpourchaque sitd 6 ® tlaudtarce a la source a pu étre mesurée
enkilomeétresaprésl 6i sol ement du dechaque téted deessiruvergan®i nci p a |l

| 6ai de de c derang deéctrahlengté déteeniné manuellement a partir de la

localisation et du réseau hydrographique de chaquePsitela suite]'occupation du sotle

chaque téte de bassin versant a été obtenue en partitionnant la couche d'occupation du sol de
Corine par le bassin versant redimensionné. Un pourcentaggral@vrementa ensuite été

obtenu pour chaqukbellée de c| asse do oetcelleg a tté dasséeden trosso |
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groupes ¢ naturebs, ¢ urbanisé» et ¢ agricole». Enfin, lapente moyennde chaque site a été

mesurée sur le site Internet Geoportail (https://www.geoportail.gouv.fr/) & partir du rapport
entre la différence d'altitude prise entre les points amont et aval d'un tr@pgésentatif du

si t e eflad@dstanak parcourue par le cours d'eau entre ces deux points.

Au cours de la campagne de prélevement réalisée durant le printemps 2022, une section a été
déterminégoour chaque sitselon un protocole IBGNnorme AFNOR NFT90350) afin de
délimiter lazone dedescription et d'échantillonnage. La tadle la statiora été déterminée en
utilisant la moyenne de la largeplein bordet la talle du cours d'eau. La tailléu cours d'eau

a été multipliée par 18 sétait¢ trés petits, par 12 s'il étai€ petit et moyem et par 6 s'il était

¢ grand». De plus, lsstationa été positionnée a un endroit représentatif du cours d'eatg-c'est

dire au sommet d'un radier, afin d'obtenir une succession de faciesmadiée. Différentes
variables ont été mesurées : débit, largein bord faciés d'écoulement, diversité du substrat,

pH, conductivité, concentration d'oxygéne dans l'eau et température de I'eau.

Le débita été mesuré a l'aide d'une jauge a perche transparente (Pike et al., 2016). Pour
cela, la mesure a été réalisée en privilégiant les zones de vitesse a fort courant. Plusieurs
verticales ont été placées le long d'un transect rectilRmar.chaque transect, la profondeur,
la charge dynamique et la distance au rivage ont été mesurées a l'aide d'un décametre. Ensuite,
une seule valeur de débit instantané a été obtenue et servira de marqueur informatif de l'ordre

de grandeur des classes de saliea.

Lalargeur plein borc été mesurée a l'aide d'un télémetre. Pour chaque site, 10 mesures de

largeur ont été effectuées (largeur correspondant a la distance entraveledxin cours d'eau
ayant atteinta hauteud'eau juste avarmue celuici ne déborde du lit mineur). La valeur finale

obtenue est la moyenne des 10 largeurs mesurées.

Lesfaciés d'écoulemerint été schématisés et proportionnés a l'aide d'un télémetre. Les

différents pourcentages de faciés obtenus ont été regroupés en deux groupes correspondant aux

facies lotiques et lentiques.
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Afin de définir lesubstrat de la rivierecingtransects ont été définis aléatoirement sur la

station et pour chacun d'entre eux, le substrat a été@dsach I'aide d'un quadra d@®.mz2.

Un indice de diversité a ensuite été défini a I'aide de l'indice de diversité de Simpson (SIDI).

De plus amples informations méthodologiques peuvent étre reéodagas le rapport de stage
de ClémenColomb (2022)ainsi que les données brutes des relevés terrain pour chacun des

sites.

2. Prélevement et maintien des populations au laboratoire

2.1. Prélevement des populations

Le prélevement des gammares se fait la méthode du kick sampling». Cette méthode

consiste a remude substrat avec le pied afin de délolgsrgammarespuisde les récupérex

| 6ai de doéun tr oub?25gl8 cm, rhadlée 63@um) macéten a@oure & i r e

4A). Le contenu du troubleau est vidé sur une colonne constituée de tamis de 3G,

25 mm,2mm, 125 mmet 05 mm, es organi smes descendent d
| essi vage eaulxd aiodd ecd @igute [HBGECA ILes taimis des1i@t 5enm

sont utilisés commdégrilleur.Le t ami s de 2.5 mm pegammats. d 6 ®c a
Puis, Bs gammares présents sur les tamis de 22mh25 mmsont récupérés et sont placés

dans des seaux de 10 L remplis de | 6eau du s
populations. De méme, les gammares présents sur les tamis de 0.5 mm sont récupérés et mis
dans ddoautres seawrexaudaulGiLbLefempeunssoded | es

populations.

Le nombre doéorgani smes par a eocursdudranspoffourmi t ® &
cel a, | 6 u & jawei appeokimativas ydsdtu nme  d dde h80 enig)memmet rue
mettre la méme quantité de gammares dans chespieFigure 1+4D). Pour les adultes, le

contenu do6l systpaner al et ® ewmeswt@EM@lre® cednt enu
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Figure 11 -4 : lllustration pour le prélévement des populations de gammares par la méthode du kick sampling.

2.2. Conditions générales de stabulation au laboratoireet maintien des

populations au laboratoire en milieu propre (commonrgarden)

Au laboratoireet avant toutefes expérimentationses organismes fraichement péckést
mai ntenus dans | Odamsudes bagnsdrietiiermorpgugad2°@ pesdant e ,
aumoins24h avant doé°tre r @esiabulaiios alientassen abrisu em q u a r

eau de forage

Pour chacune des expérimentations préssntdaprés (sauf exception explicitég)les
populations de gammares ont Btaintens au laboratoire dans des aquariums en plastique de

2 L ou de 11 L placés dans des baimsie thermorégulés entre 15 et 16°C et avec une
photopériode contrélée (16/8 nuit/jour). La température a été choisie pour que le cycle de
reproduction des femelleslrée inteponte) soit de 25 jour@Chaumot et al., 2020} es
aquariums sont ®qui p®s dbébun syst me de renoi
350 et 400 Os/cm) avec un d®bit de 4L/ h et
déoxyg ne opti mum. Enf i m&ad libituneasv egca ndneasr efse uoinltl e®
conditionnées (grace a des paniers présents dans les aquariums) et avec un apport hebdomadaire

de larves de Tubifex.

Afin dé®tudier | 6®volution de |l a sensibilitad
G. fossarum les populations Ardillats, Marchampt, Vernay, Séran, Cressonniere et Doulonne

ont été mainteres au | aboratoire dans de | 6eau exe
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expérimentations de eicclimatations ont été répétées a différentes périodes (Avril 2021, Juin
2021, Décembre 2021 et Octobre 2022). Pour chaque population, les adultes et les jeunes
(organismes ayant une taille# mm) ont été placés dans des aquariums en plastique séparés de
11 L (Figure IF5). Danschaque aquarium, environ 1000 jeunes ou adultes ont été placés. Ce

méme procedé a été répété pour les différentes dates testées.

En sortie de terrain et aprés 2 mois au laboratoire, des adultes méles et des jeunes de chaque
population ont été prélevés pour les testsensibilité au Cd (voir-4). De méme, des mesures

de t r airesont&érdnliséets (@aird).

Renouvellement
d’eau et oxygéne

Figure 11-5: Maintien des populations durant les expérimentations de déacclimatation

3. Expérimentations multigénérationnelles

3.1. Isolementde cohortes de descendants

En parallele du suivi des sensibilités effectuées chez les adultes et les jeunes des

exp®ri mentations de d®acclimatation, nous ayv
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chez trois cohortes successives de nouveayproduits au laboratoire par les géniteurs depuis

leur prélevement sur terrain Eigure [+6).

Terrain Laboratoire

W _ |, e

\\_,// —
Cycle de mue D2 H AB|C1|C2|D1|D2 HAB C1|C2|D1|D2

: i 25 jours é " % 25 jours
7 Q Coh1
(ol ‘.'"-C"::'-;_,
Cycle de . - Coh2
reproduction i 7 Z2N

Figure 11-6 : Design expérimental pour la production de trois cohortes successives de nogés¢@ohl, Coh
Coh3) relachés en milieu propre au laboratoire par les populations de terrain.

Pour cela, 100 couples de gammares avec des femelles au dernier stade de leur cycle de
reproduction (stade D2 avec des nouveés présents dans le marsupium) ont été triés
visuell ement pour chaque popul ati onandGd®t ude .
deux aquariums en plastique de 2 L contenant 50 couples de gammares chacun ont été mis en
pl ace. Les couples ont ®t® sui-wdirspemtdantt@miat deu
évenements successifs de libération de nounéayapproxnativement 2 moig)Figure 1+6).

La premiére cohorte de nouveau®s ( Coh 1) obtenue moins doéunc
couples correspond aux embryons qui se sont développés dans le marsupium sur le terrain. La
deuxieme cohorte de nouveanés (Coh2), libérée un mois plus tard, sont @ussi le produit

de la fécondation de gamétes formés sur le terrain mais correspondent a des embryons qui se
sont développés au laboratoire dans des conditions exemptes de Cd. Enfin, la troisieme cohorte

de nouveatnés (CoB3 ) néa jamais ®t ® expos®e sur | e te
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pendant eheSe. nds nopveages de chague cohorte et de chaque population ont été

prélevés pour tester leur sdilité au Cd (voir 14).

3.2. Croisement entre populations

Afin de tester | 6hypoth se de | 6influence de
cd, |l 6influence °~ | a fois des effets patern
croisements entre des géniteurs prélevés dans des populatitareio@es et non contaminées

(a priori tolérantes et sensibles).

b

Différents croisements ont été réalisés a partir des populations Ardillats, Marchampt,
Cressonniere et Séran. Pour cela, aprés avoir été triés visuellement, les couples fraichement
collectés avec des femelles en stade D2 ont été séparés. Les femeli@semises en couple

entre les conditions de statut contaminé et non contaminé donnant les conditions nommeées AA,
cCC, MM, Sss, AS, SA, AC, CA, MC et CM. La pre
de la population du méle et la deuxieme lettre cooesd  © | 6i ni ti ale du no
de la femelle. Par exemple, les males de la population Séran ont été placés dans des aquariums

de 2 L avec des femelles de la population Ardillats, formant la con&@#offrigure 1+7).

Comme précédemment, a la fin du premier cycle de reproduction réalisé midabdCoh2
sur la Figure H6), les nouveaunés des différentes conditions ont été prélevés pour lesléests

sensibilité au Cd (voir ).

\ > C
3 9 Jots §
Ardillats

v Male naif (Séran) + Male tolérant (Ardi) +

Femelle naive(Séran) Femelle naive (Séran) T+25 jours
T0 ’

\Se’i/ g Cd++ ch++ Qz EECdH Nouveau-nés
Male tolérant (Ardi) + Male naif (Séran) +
Femelle tolérante(Ardi) Femelle tolérante (Ardi)

Figure 11-7: Exemple ddédun <cr oi se ment popllationptaépantd Ardillate at

population sensible Séran.
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33. Exposition doébune popul ation napuve °~ de

| 6environnement

3.3.1. Exposition durant un cycle de reproduction

La possibilit® de modifier | a sensibilit® au
évaluée expérimentalement lors de tests au laborataitene exposition de géniteurs au Cd

durant lagamétogenéset / o u | edésgfhigureyts).dg’our cela, des couples de gammares
fraichement prélevés dans la population Séran (non contaminée) ont été triés visuellement avec
des femelles en stade D2. Avant de commencer
| 6eau dpubgud sceeque | es femelles atteignen
suite, les gammares ont été exposés dans des aquariums en plastique de 2 L. Pour cette
expérimentation, une condition témoin et deux concentrations nominales de Cd de 01 pg/L e

1 pg/L ont été considéeé avec deux aquariums répliqués contenant chacun 50 paires de
gammares pour chaque <condi émoiasnont@té eemphscasect i on .
15L ddéeau de forage (eau non cont amyant@e) pr ®:
conductivit® doédenviron 300 Os/ cm. Les aquari
eau de forage avec | 6ajout dbébune solution m
ddexpositilLeau deshaquartuinse (témoins et contaminés) a été renouvelée
quotidiennement afin d'assurer une oxygénation suffisante de I'edimn ee maintenir une

concentration constante de Cd dans les aquariums contaminés.

L'exposition a été contrdlée en mesurant a la fois les concentrations de Cd dissous dans I'eau et
les corentrations de Cd bioaccumulées. Pour ce fage clganismes malee la population
Cressonniére ont été mis en cage desafiuariums d'exposition, en suivant la méme procédure

de mise en cage que la biosurveillance active réalisée lors du déploiement sur levi@rrain (
[1-1.2). Ces données de bioaccumulation nous ont permis d'évaluer la pertinence
environnementale des concentrations d'expositisees par rapport au niveau d'exposition

au Cd sur le terrain, indépendamment des différences de caractéristiques de l'eau entre les
rivieres et le laboratoire. L'exposition des géniteurs de Séran a été conduite pendant 21 jours,
permettant aux femellebatteindre le stade de mue PZhaumot et al., 2020) 'exposition a

ensuite été arrétée et le premier cycle de reproduction s'est achevé pendant quelques jours dans

des conditions exemptes de Cd. Une premiere cohorte de nenggdibérés dyantdonc
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accompli leur développement embryonnaire dans#&supiumdes femelles exposées) a
ensuite été collectée. Les géniteurs ont été maintenus pour un second cycle de reproduction
dans des conditiorexemptes d€d. A la fin de ce deuxiéme cycle, les nouvess (issus de

la fécondation des gamétes produits pendant I'exposition au Cd) ont été collectés fesis

de sensibilité au Cgroir 11-4).

—
e
Embryogénése Coh1 et gamétogénése Coh2 Embryogénése Coh2
Cycle de mue D2 D2 H AB|C1|C2|D1|D2
21 jours 25 jours
Cycle de 5 4% 7 o 8
reproduction i |V ~
g 9 ‘ Exposés uniquement Exposés uniquement
durant 'embryogénése durant la gamétogénese

Figurell-8: Desi gn exp®ri mental de | dexposition dOelpgi
ou 1 ug/L) pendant un cycle de reproduction.

3.3.2. Exposition multigénérationnelle

Des expositions multig®n®r ationnelles ont ®t
exp®ri ment al ement | 6®volution possible de | ¢
naturelles. Pour cela, des populations démarrées a partir de lotsee gammmares provenant

de la population naive Séran ont été exposés a des concentrations de Cd représentatives de

| 6environnement (0.5 Og/(Eigure p9. Dahsae manpscritdei e ur s
thése, les résultats pour deux lots prélevés a deux dates de péche sont piésientés 22

février 2022 et le lot du 03 octobre 2022. Des essais préliminaires ont eu lieu en 2021 et ont

permis do®tabl i r ndeses populatiors enoekpesgiond e mai nt i e

Les mémes protocoles ont été utilisés pour les deux lots. Ainsi, lors du prélevement de la
population Séran, seuls les seaux contenant les jeunes ont été considérés (gammares récupéres
sur les tanis de 0.5 mm, voir section-8.1), ils constituent la génération FO. Une fois arrivés

au laboratoire, ces organismes (juvéniles donc) ont été répartis dans des aquariums de 11 L (un
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seau = un aquarium). Pour le lot du 22 février 2022, 6 aquariums contaminés (appelés 2C, 6C,
7C, 8C, 9C et 10C) et 6 aquariums non contaminés (appelés 2T, 6T, 7T, 8T, 9T et 10T) ont été
considérés. Pour le lot du 03 octobre 2022, 2 aquariums contamipée&EpC et 5C) et 2

aquariums non contaminés (appelés 4T et 5T) ont été considéreés.

—_——
Exposition au Cd )
Maturation des sper et | D PP t
des ovocytesJembwonnaire Fl
Jeunes a adultes ‘ FO F1 F 2
-------- '\q ( gonades males - \
— embryons >
B \ 7 ~
Ty X Y R W D Ay A\
: £.8 4 1 4 #
| g ¥
ovocytes Ponteet  Naissance des puberté puberté
! 1
! 1
! 1
0
1an
Figure I1-9: Design exp®ri ment al de | 6exposition multig®n®r

Le digoositif expérimental mis en place pour cette expérimentation est présenté Egusda
-10.L6eau des aquariums non contamin®s est re
r®serve doeau ali ment®e en continu par un m
conductivit® déenviron 300 Os/ cm. argoutteu des
agoutte ° partir dbébune cuve remplie trois f
concentration nominale de Cd a 0.5 pg/L. Pour cela, des bidons sont remplis avec 10L du méme
m®| ange doédeau que pour | es daequlas0 ulis dndounn ec osne
Cd a 50 mg/L. Puis les bidons sont vidés dans la cuve alimentant les aquariums contaminés.
Tous |l es aquariums sont dot®s doébun syst me d

de la méme manie que décrite dans la sectio 2le ce chapitre.

Les bidons utilisés pouemplir la cuve etest uyaux des arri v®es dbeau
l es 1 © 2 mois et l a cuve de Cd ®t ai ent i nt ¢

pour | imiter une iIinteraction entre | e Cd et
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ni veaux dobébexposition, |l es concentrations de
bioaccumulés ont été mesurés a plusieurs dates avec le méme protocole déleriselzitn

précédente (voir 18.3.1).

Cuve sans Cd

Renouvellement el b Panier de
d’eau et oxygene ; nourriture

Figure1-10: Di spositif exp®ri ment al mis en place pour | 6e:

Lors de ces expositions multigénérationnelles, des testndibiieé aige au Cd (voir 1+4)

ont été réalisés not amment au cours du sduradgseoudeau UT d e
n®s pr®l ev®s dans | es popul ations des deux |
mesures de tr ai tég rédliééh (voir sectiorr HB) : desure\de la taile dds

femel | es, des taux de croi ssance et des t aux

La correspondance entre dur ®e dbéexposition
suivies a été estimée grace a la connaissance du cycle de reproduction (entrée en reproduction
une t ai |-8nmm)e des taux de coigsarse (lesgammaresgdi ssent dbe

1 mm par mois) pour cette espé€mulaud, 2012; Chaumot et al., 2020)
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4. Mesure de la sensibilité au cadmium

La sensibilité au Cd des gammares a été évaluédgsaests de toxicité aige@ utilisant les
mémes protocoles que ceux définis pagneron et al. (2015, 2016, 201%),6 €-dire en
utilisant la distribution des temps de survie individuels lors de I'exposition & une concentration

létale afin d'estimer la tolérance au Cd de la population.

Le méme protocola été utilis@our legeunegsélectionnés pour avoir une taille d'enviroh 3

mm) et les maleadultes (avec une taille d'environ 100 mm). Pour chaque condition (population
source,dt e d' ®chantill onnage, dur ®é&bohtdie)tmies i t i o
réplicas de 15individusjeunesou males adultes ont été exposéaméconcentration nominale

de 80 pg/L de Cd dans des béchers en plastilguB00 mL Figure IF11A). Pour I'évaluation

de la tolérance de la descendance, les nouwéswnt été prélevés un jour apres leur libération

du marsupium maternel. Les tests de toxicité aigué ont ensuite été réalisés en contrélant
individuellement chaque jour la survie des vealtnés exposes a une concentration en Cd de

20 pg/L. Un minimum de dix nouveaes exposeés individuellement dans des falcons® de 50

mL a été considéré par conditiofiqure IF11B ) . Les concentrations
choisies selon Vigneron (2015) dépdurandurenr ~ c e
des effets létaux assez rapidement et pour que la mortalité observée soit spécifiquement
attribu®e au Cd, mais ces concentrations ont
trop élevées afin de disperser les mortalités sur pitssjeurs, permettant ainsi de visualiser

des variabilités de sensibilité entre les populations par conditions.

Les milieux d'exposition ont été préparés a partir de solutions meres de Cd a 0.1 g/L,
régulierement contrblées par analyse chimique (analyseMi€Ru laboratoire analytique de

I'INRAE a Lyon). Pour I'exposition dans les béchers, la solution de Cdg/B@ gté préparée

dans une fiole jaugée de 1 L avec de I'eau de forage (oxygénée et conductivité a 300 ps/cm) en
ajoutant 800 uL de la solution mere. Les falcons® contaminés ont été remplis d'une solution de

Cd a 20 pg/L selon le méme protocole avecumméhge d' eau mi n®r al e d
déminéralisée (50/50) avec une conductivité a 300 pus/cm. Les falcons® et les béchers ont été
maintenus dans un bamarie thermorégulé a 12°C et la mortalité a été suivie quotidiennement

pendant les tests d'expositi@figure 1+-11).

84|Page



Chapitre Il : Matériel et méthodes

Figure 11-11: Exemple de test de toxicité aigué (A) chez les adultes et les jeunes a une concentration ¢
et (B) chez les nouveawgs a une concentration de 20 pg/L.

5 Mesure des traits doébhistoire de vVvie

5.1. Taux de croissance

Une évaluation des capacités de croissance a été réalisée sur des jeunes srgaifismte

départ visée de 3.5 mm). Le taux de croissance a ainsi été mesuré en sortie de terrain chez les
populations naturelles utilisée au cours de cette thése et apres 6 mois au laboratoire et en eau
propre chez ces mémes populations. Il a égalen@m@&suré chez les jeunes des deux lots de

| 6exposition multig®n®r ationnell e. Pour <cha

en taille ont été placés dans desagqms de 2 L. Pour les populations de terrain (en sortie et

apr s 6 mois), |l es organismes ont ®t® pl ac®s
dobeau de forage et doéeau osmos®e (7 une con
individusce | 6exposition multig®n®rationnell e, | e:

ont été placés dans les mémes conditions précédemment décrites et les individus provenant des
aguariums contamin®s ont ®t® pl ac®@amimtaans des
une concentration nominale de 0.5 pg/L de Cd. Chaque aquarium était renouvelé en continu
(t®moin et expos®), poss®dait un s ymsatie me do
thermorégulé a 15.6°C. En complément du nourrissage avec des feuilld 6 aul ne s, | e

étaient nourris par un apport de feces de gammares.
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Le suivi de taille a été effects®it tous les mois, soit tous les 15 jours, par des prises de photos
sous loupe binoculaireLéica Application Su# v405) de tous les organismes de chaque

aquarium. Les mesures de taille ont été effectuéles ¢gle décriésdans & section H5.3.

52. Taux dobéali mentati on

Le taux dobdéali mentation des gammares a ®t ® m
sortie de terrain pour les populations de terrain, mais également chretiieiis des deux lots

de | 0exposition multig®n®rationnel l e. La mes
fait chez les males adultes calibrés en taille (environ 10 mm), cette mesure développée par le

| aboratoire | NRAE f BORXPIT@J22Bet doédune nor me A

Pour les populations naturelles en sortie de terrain, 20 males de taille calibrés ont été triés pour
chaque population et placés dans des béchers de 900 mL contenant des disques de feuille
déaulne de 22 mm de diam t r e-pietep rP@a thagnd e me n-
population, 3 réplica ont été considérés. Les béchers ont ensuite été placés dansandain

ther mor ®gul ®e ~ 12AC. Pour | dexposition mult
en taille de chaque aquarium ont été placés dasgat@me avec 10 disques de feuilles calibrés

en taille. Chaque cage a ®t ® replac®e dans |

expérimentés.

Au bout de 7 jours, pour chaque expérimentation, la taille des organismes a été mesurée selon

la méme méthode que décrit dans le paragrdph8&.IDe mémeles disques de feuille restants

ont ®t ® r®cup®r ®s et scann®s afimnageldimsi,@se sur er
taux dbéali mentation des gammares ont mdd ® obt

par jour et par gammare (mmz/jour/gammam@mme écrit par Coulaud et al. (2011)

5.3. Mesures démographiques (structure de taille des populations situ)

Au cours du stage de Clément Colomb (MasterSIlc i e n ¢ e », Uraversitd leyan 12) et
dans | 6objectif doé®tablir | es structuelas de t

mosaique desubstrad de chaque riviere ®al i s®e pour |l a caract ®r i
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di ff®r ent es p ¢vpirull-18) des relsvesddén®yrapliques standardisés des
populations dé5. fossarunre nt re rivi res ont pu °tre ®tabl
déterminé pour récolter environ 2000 gammares adultes (prélevement au surber) pour

caractériser la structure de population adulte de chacun des sites. Les densités de gammares

variamé population ° | d6autre, des efforts dbo
chague site. L 6 ces20GD mdividusl 6oensnta gveo udleu r epr ®s ent at
sur | 6ensemble du tron-on de rivi re do®tude

obtenu pour chaque type de substrat. Par exemple, pour le site Doulonne présentaient 48% de
cailloux grossiers, 13% deailloux fins, 15% de racines et 24% de litiere. Ainsi, cinq
prélevements surber ont été effectués dans les cailloux grossiers, deux dans la litiere et un dans

les cailloux fins et dans les racines.

La collecte des populations @ fossaruna été realisée par perturbation manuelle du substrat
al'aide d'un surber avec une maille & Am et un cadre ded®25 mz2. Ensuite, les organismes
collectés ont été tamisés sur une colonne de tamisage composé&emifudet 10 mm et d'un
tamis de 125 mm (ce choix a été fait d'apres Coulaud et al. (R@fid d'obtenir tous les

organismes adultes, sans trop de juvéndesgpartis dans des seaux de transport

A la suite du prélévemeifpour plus de détails, voir Chapitre-RI1), les organismes ont été

triés dans les 24fvoir Figure IF12. L6 obj ect i f de | 6®chantill onn
femellesadul t es, facil ement distinguables du f aif
quasit ot al it ® des femelles sont eeou dépmbdbdyonis)

sein des populations @@ fossarun{Coulaud et al 2014). Ainsi on peut étaliire distribution

entaille de la population adulte femell&.partir de cette distribution, nous avons pu comparer
entre | es populations |l a taille doéentr ®e en
5€mepercentile de cette distributiond, taille médiane des femelles adultes ou encore les tailles
maximales atteinte¢en considérant comme proxy 85°™ percentilede la distributioh
Léincertitude de ces est i(reimgeialéatose agec réemise de®v a | L
100 échantillons). Poutes males le sexage des individus prépubéres et pubsmes

binoculaire aurait étéobligatoire pour avoir la méme démarche, ce qui aurait été tres
chronophage Nous avons tout de méme pu estimer le 95ieme percentile de la distribution de

taill e chez |l es mOGles adultes car ce sexage
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tailles. Pour cela nous avons isolé les 10% de males les plus grands présents dans les
prélevements. Aussi, opr chaque population, le nombre exact total de gammares
échantillonnésd o ut @té @mmpiér Ehsuite, un minimum de 50 femelles en reproduction

a été prélevé au hasard a l'aide d'une méthode dessbastillonnaggFigure IF12). Ces
femell es ont ®t ® i dentifi ®es visuell ement
d'embryons dans le marsupium. Leitsi ndi vi dus noayYamt i pa®spiu
dans le sougchantillon ont été déterminés a la loupe binoculaire. Le nombre de males collectés
par population a été ajusté aux densités collectées en tenant compte datosds 1:1
(Coulaud et al., 2014) pour viser un nombrafide males mesurés correspondant aux 10% des
males les plus grands de la populatiom.médiane des tailles de méales de ces échantillons a
été calculée ensuite pour estimer I percentile de la distribution des males adultes dans

chaque population.

Les gammares méales et femelles sélectionnés ont ensuite été photographiés a la loupe
binoculaire (Leica Application S&itv405) a un grossissement dé & mesurés manuellement
a l'aide du logiciel imageJ. Les mesures de taille ont été prises de la base de l'antenne 1 a

['extrémité du métasome.

Mesure de taille WL
Base de 'antenne 1 - fin ;

du métasome _
Tri des males de taille maximale
n = 108me percentile du nombre de
males présents dans la population

Tri des femelles en
reproduction
n=>50

—_—

e g o ; Logiciel imageJ
Distribution de taille ’ o N Distribution de taille

des femelles avec du Q90 des plus

taille max et min gros
Figure I1-12: Design exp®ri ment al de | 6®chantill onne
dé®t ablir |l es structures de taille des popul at
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6. Mesur e de | @emadpsrmétallsthionginesd e
Léexpression de g ne des m®tallothion®i nes ¢
de RTFgPCR effectué en trois grandes étapese xt r acti on de | 6 ARN, r ®t

(RT) et PCR quantitative (QPCR). Le protocole détaillé est présenglagublication n°3

(Chapitre IM1.1).La mesure de | d6expression de g ne de:
des adultes et des nouveags en sortie de terrain et aprés 2 mois passés en eau propre au
laboratoire. Ces mesures ont notamment étéséeam dans le cadre du stage de Master 2
«Ecot oxicol ogi e et C h»i (bmniversitédde Bdrd@dt) vd Louvelinee me n t

Lépeule et dans le cadre du stage de BTS de Maxence Ruby (Université Lyon 1).

Léextraction de | 6ARN sb6est faite ° partir
pool de nouveamésgrace au kit RNAeasy® Fibrous Tissue Mini Kit de chez Qiagen selon le
protocol e en Annex galidée, laguardité ét a gualitéldd@Msextraita c t i o n
estmesuréé | 6ai de doéun s pec™ ®ne (Thearto ¢ishert.es ARNBlano Dr
(environ 100 ng pour les organes et les nowres) sont ensuite rétrotransaien ADN
complémentaire (ADNc) grace au kit Higlapacity cDONAReverse Transcirption Kit (Applied
Biosystems) en suivant le protocole en Annex&P.a s ui t e destbilaéaRT5 | 6 AL
puis additionné@utamponONEGreen® (Ozymejontenant un ADN polymérase et du colorant
fluorescentinsiq wdes amorces spégifies au transcrit (Annexe Bour chaque échantillon,

trois réplicas techniques soréatisés. La PCR quantitative (QPCR) a eialisée sur une

machine Biorad CFX96. Pour chaggene dans chaque échantilesnon ni veau dbéexp
est identifié paun cycle tireshold (Ct)Je nombre de cyckenécessaire pour que la machine

puisse détecter la fluorescence. Lmétallothionéinessont quantifiées par la méthode de
guanti fication relative (@Ct) en ut(gédedsant |

référencepour normaliser I'expression des genes entre les échantillons.
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Chapitre Ill : Etude de la variabilité de la sensibilité etles traits
doéhi st oi r e popuations inagurelldment exposées au
cadmium

Ce chapitreregroupe un ensemble de travaux mis en place pour identifier la variabilité

populationnelle che@. fossarund ans | a sensibilit® toxicologi ¢

La premiére partiesse composee lapublicationn®l (Lalouette et al., 2023&oter) dont

| 6objecti f ®tait dob®t phenomendréuemrheat retrauad@msa nc e ¢
les populationmmat ur el |l es habitant des cours doeau d
nature de la tolérance et de tsansmission intergénérationnellBour cela, la sensibilité
toxicologique a été testée chez des populaiiosss u e s d e présemtant 1 gredieet deu
contaminationbiodisponibleen Cd, a difféents temps (sortie de terrain, apres maintien en
condition propre au laboratoire) et a différents stades de vie (adultes, jeunes, nuasjeau

Nous avons notamment mobilisé pour cette publication les résultats de tests (sensibilité,
bioaccumulation) du master de Maxime Alibgui avait précédé les travaux de cette these en
2017. Léensemble a ®t ® compl ® ® par l es sui
réalisés au cours de la the§m complément de cette premiére partie, la note n°l vient

compléer les résultats obtenus et non présentés dans la publication n°1.

Dans ladeuxiéme partien retrouvda publication n°en préparatioh dont | 6obj ec

d'étudierau sein de la variabilité environnementsileine exposion long terme ad entraine

une modificatiorde la tailledes individus (taille médiane, taille apaberté, taille maximale

atteinte) Pour cela, laistribution entaille des femelleadulteset la taille maximale des méales
atteinte au sein doaet estintbe grazeaides eclevEedémogrpphitjuast i o
détaillés de la structure des populations (structure de taille, sedame) s des cour s
présentant eux aussn gradient de contamination biodisponible en Cd etdeactéristiques
déhabit at ghord comeonmationPes résultateomplémentaires a cette deuxieme
publication snt présentés dans trois notes. La note n°2 prédestesultats obtenasé aut r e s
traits, a savoita consommation alimentaire, la fécondité des femelles et les taux de croissance
chezquelquesnes des popul ations ®tudi ®es. La note
decest raits doéhistoire de vie aprepourguatrer et ou
populations.Enfin la note n°4examine la variabilité de la taille des branchies entre des

populations naturelles tolérantes et sensibles au Cd.
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1. Modification de la sensibilité toxicologique

1.1. Publication n°1 : L acclimatation et la plasticité transgénérationnelle

expliquentla tolérance au cadmium chez les populations d@gammarusexposées

|l a contaminati on naturell e par | es m ¢

bassin versant

Acclimatation and transgenerational plasticity support increased cadmium tolerance in

Gammaruspopulations exposed to natural metal contamination in headwater streams

Auréline Lalouette, Davide Degli Esposti, Laura Garnero, Maxime Allibert, Lysiane Dherret, Aymeric Dabrin,

Nicolas Delorme, Rémi RecouMassaquant, Arnaud Chaumot

DOI : 10.1016/j.scitotenv.2023.166216

Résumé

La prise en compte des effets longs termes induits par des expositions chroniques au
contaminanthez les populatord e meur e | i mi t ®e dans | e domain
écologique.Dans les milieux naturelsgd preuves que l'exposition multigénérationnelle
influence la sensibilité des organisnsesit encore rares, et les mécanismes doivent encore étre
élucidés.Cette étude se concentre sur le crust@eénmarus fossarumpour lequel une

tolérance accrue au cadmium (Cd) a précédemétérapportée das un cours d'eau de téte

bassin versamaturellement peu contaminé.es obj ecti fs de cette ®tu
tolérance au Cd est gghénomenéréquemment retrouvdans les populations de téte de bassin

versant, et de préciser la nature de la tolérance ettdeEnsanission intergénérationnelRour

cela nous avons procédé a une caractérisaticitu de I'exposition au Cdo(ar | 6 encagem
degammarepet des niveaux de tolérance dans neuf populatidésteelle regionale. De plus,

guelques populations ont &tdainten@s au laboratoire@t descroisemerg entre populations
contaminées et non contaminéeg été réalise Les r ®sul tats montrent q
corrélation positive entrees niveaux de toléranagbtenuslors d'une expositiormigué au
laboratoireet les niveaux de contaminatiae Cd biodisponible dans les cours d'eau. Les

populations contaminées et non contaminées difféfénun  or dr e deentemmasn de ur
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de sensibilité au Cffatio de LT50) La tolérance a ét&trouvée dans toutes les classes d'age
des populations contaminées, peut étre perdue transitoirement au cours de l'année, et est
transmissible a ldescendancproduite en laboratoirdd 6 a u t yles niyeaux de tolérance
des individus issus des populations contamichatentde maniere significative lorsqu'gent
transférés dans un environnement sansuCthboratoirgpendant deux mois. Ces organismes
cessentégalement de produire des descetslémiérantsce qui indiqueune transmission non
génétique de la tolérance au Cd entre les générations. Ces résultats confirment que la tolérance
au Cd correspond a une acclimatation non génétique combinée a une plasticité
transgénérationnelle. De plus, les croisements ont révéléagransmission de la tolérance a
la descendance ne se limite pas a l'effet matetnél.® p i g ®sen®bte i aipsiéEe un
mécanisme plausible expliquantdisticité de la sensibilité au Cd observée sur le terrain. Nos
résulaits soulignent donc le réle négligé de la plasticité et de la transmission non génétique de
sensibilités lors de I'exposition a long terme de populations naturelles a la contamination

environnementale.

Abstract

Considering longerm population effects of chronic exposure to contaminants remains limited

in ecological risk assessment. Field evidence that multigenerational exposure influences
organi smsdé6 sensitivity is still idatedarr thee , anc
environmental context. This study focuses on the crustaBaammarus fossarunfor which

an increased tolerance to cadmium (Cd) has previously been reported in a naturally low
contaminated headwater stream. Our objectives were to investigateer Cd tolerance is a
common phenomenon in headwater populations, and to elucidate the nature of the tolerance
and its intergenerational transmission. For this, we carried out atepih in situ
characterization of Cd exposure (gammari dso
on a regional scale, as well as laboratory maintenance anebtessing of contaminated and
uncontaminated populations. Acute tolerance levels correlatevpbsitvith bioavailable Cd
contamination levels amongreams. The contaminated and raomtaminated populations

differ about twefold in sensitivity to Cd. Tolerance was found in all age classes of
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contaminated populations, it can be transiently lost during the year, and it was transmissible to
offspring. In addition, tolerance levadsopped significantly when organisms were transferred
to a Cdfree environment for two month3hese organisms also ceased producing tolerant
offspring, confirming a nogenetic transmission of Cd tolerance between generations. These
findings support that Cd tolerance corresponds to-gemetic acclimation combined with
transgenerational plasticitioreover, crosbreedng revealed that tolerance transmission to
offspring is not limited to maternal effect. We suggest epigenetics as a plausible mechanism for
the plasticity of Cd sensitivity observed in the field. Our results therefore highlight the neglected
role of plasicity and nongenetic transmission of modified sensitivities during the -tamm

exposure of natural populations to environmental contamination.

1- Introduction

Consideration of the lontgrm population effects of chronic exposure to chemical contaminants
remains limited in ecotoxicological studies and ecological risk asseséatentb et al., 2020)
However, the fact that evolutionary processes related to chemical exposure can induce long
term changes in contaminant sensitivity and life history traits of wild populations is now well
documented(Medina et al., 2007; Coutellec and Barata, 2013; Brady et al., 284p8cially

in aquatic population&lerks and Weis, 1987; Johnston, 201But the majority of aquatic
ecotoxicological studies considering migeneration exposure to contaminants is confined to
laboratory studies on model speciegy( daphnid clones, dipterans, nematodes, tropical fish)
under standardized conditions and for a few dozen generations at most. Although these studies
are of real interest for deciphering contamiraniuced evolutionary mechanisms, they do not
fully reflect the complexity of processes underlying the effects of multigenerational exposures
on popudtion tolerance to contamination and life histories within natural ecosy&iemtellec

and Barata, 2013; Oziolor et al., 2016)deed, field studies revealing increased tolerance by
comparing populations living in more or less contaminated stream habitats show in many cases
spatial variations and especially temporal fluctuations in tolerance levels, as reported for
example for bavy metals or insecticides in ntarget aquatic arthropods (e.ylaltby and

Crane, 1994; Groenendijk et al., 1999, 2002; Weston et al., 2013; Shahid et al., 2018a; Becker
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et al., 2020) The authors of these studies explain such fluctuating tolerance patterns by

evocating the combined effects of the seasonal variability of exposure in s{t@arasendijk

et al., 1999, 2002; Shahid et al., 2018a; Becker et al., 20@0¢xistence of regular migratory

flows between contaminated and rmontaminated areas within hydrosystg@soenendijk et

al., 2002; Weston et al., 2013 the antagonist influence of fitness costs of toleréviedtby

and Crane, 1994; Groenendijk et al., 1999, 200&)ich are exacerbated in mustress

contexts. All these processes are difficult to address in laboratory studies.

A central question that needs to be addressed in order to understaragjthieide and stability

over time of changes in contaminant susceptibility in historically exposed populations is the
genetic or nosgenetic nature of the observed tolerance. Returning organisms from
contaminated habitats to the laboratory under uncontdednconditions and monitoring
maintenance of tolerance in progeny is often carried out to tackle this quesgipGdmble et

al., 2023; Groenendijk et al., 2002; Vigneron et al., 20b@feased tolerance may indeed result
from two main categories of adaptive processes: genetic adaptation or acclimation, the latter
covering phenomena ranging from shietm physiological acclimation up to processes of
phenotypic plasticity. In the caségenetic adaptation, the contaminant acts as a selective force
on the population genetic structure, favouring genotypes that confer tolerance to the toxic
effects. This tolerance is irreversible at the individual scale and inherited by offspring, which
supports the propagation of the tolerance over several generg@ienss and Weis, 1987;
Medina et al., 2007)Plasticity mechanisms leading to the adjustment of physiological or
morphological traits to the presence of the toxic action of a contaminant may also lead to
increased tolerance in case of acclimation. In this case, the acquisition of tolerance may be
reversible during the i ndi vidual 0s i feti me
phenotypic flexibility following the definition oPiersma and Drent, 20Q3)ut tolerance may

also be fixed in some case of phenotypic plasticity, especially when organisms are exposed
during development. In ecotoxicology, such developmental plasticity has been documented, for
example, in the aquatic sn&hysa which exhibits a drop in acute Cd sensitivity when exposed

to 2 pg/L of Cd during embryonic developméRtautz and Salice, 2013)
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Freshwater amphipods have been suitable model species to shed light on the acquisition of

contaminaninduced population tolerance in the field. Several series of evolutionary

ecotoxicology studies have indeed focused on field populations belonging tgertius

Gammarusn Europe (in particular it. pulex G. fossarurpand to the specidsyalella azteca

in North America. IrH. aztecaa large body of studies has documented the emergence of high

tolerance to pyrethroid and organophosphate insecticedgs@amble et al., 2023; Major et

al., 2020; Sever et al., 2020; Weston et al., 20I8lerance implies both genetic resistance

driven by point mutations in protein targets of insecticides, and acclimation phenomena related

to the activation of detoxification enzymatic systefifang et al., 2021)Longterm rearing

experiments in uncontaminated conditions in the laboratory and crossbreeding between

sensitive and tolerant populations have notably concluded to a strong genetic component of the

tolerances developed by aztecan aquatic systems contaminated by these insectifitim

et al., 2018; Sever et al., 2020; Gamble et al., 2083}. pulex tolerance to neonicotinoids

has also been documented in different stream populations in German agricultural contexts, but

of much lower magnitudéShahid et al., 2018a; Siddique et al., 20ZIMese moderate

tolerance levels present some spatial and seasonal vari@®ditier et al., 2020Wwhich have

led to discuss about the genetic or acclimation nature of tolefSiutkque et al., 20215 v ar a

et al. (2021)showed that &. pulexpopulation may instead become more sensitive to

neonicotinoids in a river contaminated by urban micropollutants, including neonicotinoid

insecticidesSchneeweiss et al. (2028%0 reported an increased sensitivity to neonicotinoids

of G. fossarunpopulations living in agricultural sites compared to natural ateds. pulex

increased tolerances have been documentsitli for metallic contaminants as well, with here

again variability in tolerance levels recorded over t{iMaltby and Crane, 1994; Khan et al.,

2011)

Our previous works in a case study ofsafossarunpopulation (population Ardillats) also
revealed the possibility of increased tolerance to Cd, transmissible to offSgigngron et al.,

2015, 2019)This population inhabits a headwater stream influenced by a natural geochemical
background of Cd occurring in the Beaujolais region of France. More specifically, we assumed
the existence of negenetic parental effects (especially maternal effects) thenobservation

that the tolerance is transmitted only to offspring from the first clutches producedfieeCd
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conditions by genitors of the Ardillats population returned to the laboréigyeron et al.,

2019) This led us to the conclusion that the observation of the transmission to the progeny of

Cd tolerance in this population does not demonstrate a genetic adaptation. Rather, it would

result from an effect of parental exposure inducing transgeneratiostitipyathat influences

the sensitivity of offspring within the population. This process of transgenerational acclimation

is increasingly emphasized in evolutionary biology for the understanding of population

adaptability to environmental stressors invotyinongenetic mechanisms of inheritance,

especially, the acquisition of stress tolerance through parental €ifexisseau and Fox, 1998;

Uller, 2008) The transfer of stress tolerance to progeny could hence occur without modification

of the genetic DNA sequences by means of epigenetic modifications, transfersoafdivom

RNA, or other cytoplasmic elements in edg® and Burggren, 2010Already documented in

laboratory ecotoxicological studies.g, Plautz and Salice, 2013; Tsui and Wang, 2008}

also in the field in one fish populatigMunkittrick and Dixon, 1988)this phenomenon of

transgenerational acclimation renews the possible debate about the genetic or plastic nature of

the tolerance documented in contaminated aquatic environments.

The objectives of the present study are to extend the initial results we obtained with the Ardillats
population case study regarding the effect of {mrgn exposure to environmental metal
contamination on Cd sensitivity &. fossarunpopulations. More specifically, we aimed: i) to
confirm the development of increased Cd tolerance in the field by comparing the sensitivity of
nine G. fossarumpopulations selected from headwaters streams of different watersheds in
natural contexts presenting contrasting le\a# Cd bioavailability conditions; ii) to document

the variability of tolerance over time and between age classes within tolerant populations; iii)
to advance our understanding of the nature of tolerance acquisition (transient physiological
acclimationvsper manent acquisition of tolerance oV
organisms from these populations underf@é@ laboratory conditions; and iv) to investigate

the mechanisms of transmission between generations (maternal and paternal effects) by
exposing genitors from an uncontaminated population to Cd before evaluating a possible
modification of the sensitivity of the progeny, and by crossing genitors from sensitive and

tolerance field populations. Our results lead us to discuss the possildéctadgrole of
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plasticity and nofgenetic transmission of altered sensitivities during famm acclimation of

populations to environmental contamination.

2- Material and Methods

2.1- Selection of the nineG. fossarumpopulations of the study

The primary objective of the study was to extend our previous observation of Cd tolerance in
the G. fossarunpopulation Ardillats, which is historically exposed to a natural geochemical
metal background in soft water conditions in the context of the crystalline bedrock of the
Beaujolais regior{Besse et al., 2013; Vigneron et al., 201¢nce, we selected populations
inhabiting upstream areas of headwater streams in the same Beaujolais region (Poye, Vernay,
Marchampt populations), completed by two distant populations in the Vosges region
(Rauenthal and Vancelle), also situated on a alyst bedrock, and two other stream
populations (Ognon, Séran) situated on sedimentary substratum (Figure 1). All these sites are
located in natural or semmatural context, as the Ardillats population. Based on geological
mapping information and previo@svironmental contamination data, we assumed that inter

site differences in Cd bioavailability would exist due to possible natural geochemical Cd
sources in Beaujolais and Vosges region, and the existence of contrasts in water hardness within
and betweemwatersheds, which is known to deeply influence Cd bioavailabilitGionmarus

(Pellet et al., 2009; Urien et al., 2016) addition, we selected these sites because they shelter
G. fossarunpopulations at high densities, and previous sampling of organisms carried out in
these sites for a Europeanale genetic COI barcoding stu@Wattier et al., 2020)ed us to

assign thes€&ammaruspopulations to the same cryptic lineage as the organisms from the
population Ardillats G. fossarumB, BIN-ACG7784). The Cressonniéere population, which is

the source of organisms for all experiments conducted in the INRAE laboratory of Lyon
Villeurbanne since ten years, completed the set of studied populations. This population inhabits
the preserved aaeof a former watercress farm near the Pollon River. In a previous biology
molecular study, we assigned tBefossarunorganisms from this population to the two cryptic
lineagess. fossarunB and C(Cogne et al., 2019Tableau 41 supplies the location details of

the nine study sites. Gekposure experiments were conducteth gammarids from the nine
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populations, after they were collected by kick sampling using a hand net, and quickly
transported to the laboratory in plastic buckets containing ambient freshwater. Until
experiments, they were maintained in the water of their own site at 12°C and tieceoaal

libitum with conditioned alder leaveslfiusglutinosg.
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Figure 1 : Location of the nine studie@. fossarunpopulations in Eastern France. The stream Cd contami
status (green, yellow, red colours) was established following the active biomonitoring approach (I
Gammaruscaging) developed to characterise bioavailable contamination water bodies in France (see
Figure 2). The inset on the bottom right shows a focus on the Beaujolais region encompassing the
population form Vigneron et al2015, 2019).

As in previous studie@/igneron et al., 2015; Alric et al., 2019ye assessed population field
exposure to Cd based on bioaccumulation data obtained following an active biomonitoring
approach, which involves transplantiggmmarids from the same reference populatboall

study sites for a fixed exposure duratiddnfexe F1l-a). This methodology allowed us to
address the caveats of comparative field studies generally based on measurements of water or

sediment contamination, for which environmental complexity may obscure the bioavailability
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and intersite gradient in exposure of organisms to the contamif@atslor et al., 2016)This
standardized procedure (NFF9Q1 standard AFNOR) developed in our labora{@gsse et
al., 2013; Ciliberti et al., 20173 now applied for regulatory monitoring of French water bodies
contamination(Alric et al., 2019; Sarkis et al., 202®riefly, male gammarids (with a body
size of about 11 mm) from the population Cressonniéere, stabling for 15 days in the laboratory,
were transplanted by caging during seven days in each site of interest at different dates in 2015,
2020, 2022. Data in 2@l1and 2014 were already available for the Ardillats population
(Vigneron et al., 2015)After thein situ exposure, the concentration of bioaccumulated Cd in
caged gammarids was analysed by the INRAE analytical laboratory in Lyon by inductively
coupled plasma triple quadrupole mass spectrom@AR™ TQ ICP-MS, Thermo Electron
after microwave assisted acid digestion (HRN@M) of the samples. The limit of quantification
(LQ) was determined according to the NFT2ID standard AFNOR for Cd and is 0.Qigg
dry weightBecause the Cressonni re popultotofon i s
gammarids used for conducting caging biotests, the bioaccumulation data used for this site
correspond to the direct measure in gammarids after sampling of the source population before

transplantation to the other sites.

2.2~ Acute toxicity tests for Cd tolerance assessment

In order to assess Cd sensitivity of gammarids, we performed acute toxicity tests according to
Vigneron et al. (2015, 2016, 2019sing the distribution of individual survival times during
exposure to a lbal concentration in order to estimate population Cd tolerance. We used the
same protocol for juveniles (selected to have a size of about 35 mm in all assays) and male
adults (with a size of aboubImm). For each condition (source population, date of sampling,
laboratory maintenance duration), three replicates of 15 juvenile or male adult organisms were
exposed to 80 pg/L of Cd in 500 mL plastic beakers. For progeny toleraressmasst,
neonates were collectede day after their release from maternal marsupiura acute toxicity

tests were then carried out by individually monitoring the survival of neonates exposed to a Cd
concentration of 20 pg/L (this concentration was determined ¥igmeron et al. (2016 )wvich

is not too high in order to scatter individual mortalities in time, and not too low in order to
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attribute mortalities specifically to Cd). We considered a minimum of ten neonates individually

exposed irb0 mL falcons® per condition. Exposure media were prepared from stock solutions

of Cd at 0.1 g/L, which were regularly checked by chemical analysisNISRnalysis in

INRAE analytical laboratory in Lyon). For exposure in beakers, the Cd solution atl8@as

prepared in a 1 L volumetric flask using drilling water (oxygenated and conductivity at 300

ps/cm) with the addition of 800 pL of stock solution. Contaminated falcons® were filled with

a solution of Cd at 20 pg/L following the same protocol withiéune of Evian® mineral water

and demineralized water (50/50) with a conductivity at 300 ps/cm. Falcons® and beakers were

kept in a thermaegulated water bath at 12°C and mortality was monitoring daily during

exposure tests.

2.3 Isolation of populations in Cd-free water in the laboratory

We maintained gammarid organisms from Ardillats, Marchampt, Vernay, Cressonniere and
Séran populations in Cidee water conditions in the laboratory during 2 months in experiments
replicated at different periods (April 2021, June 2021, December 2021 ande®©2022)
(Annexe RA-c). The different batches of gammarids (about 1000 juveniles and adult individuals)
were kept in separate 11 L plastic aquarigifter field sampling and 2 months of maintenance,
male adults from each population were collected fors@ukitivity tests (see secti@). In

parallel, we monitored the evolution of tolerance of progeny for three successive cohorts of
neonates released in the laboratory by genitors since their collection in tH{edeftjure 1+

6), which presents the experimental design based on the synchronizatieouling and
reproductive cycles in female gammarids). More precisedysorted 100 gammarids in mating

pairs with females in the last stage of their reproductive cycle (stage D2 with hatched neonates
in brood pouch) for the five populations. We considered two replicated 2L plastic aquariums
containing 50 synchronized maghpairs in Cdfree environment. These pairs were monitored
until three successive neonate release events (approximatively 2 months). The first cohort of
neonates (ArdCohl, MarchCohl,Vern-Cohl, SeiCohl and Cres€ohl) obtained within

one week after the selection of mating pairs corresponded to embryos that developed in

maternal marsupia in the field. The second cohort of neonates@ahfl, MarchCoh2, Vern

101|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium
Coh2, SeitCoh2 and Cres€oh?2), released one month later, resulted from the fertilization of
gametes that had formed in the field, but they developed as embryos in the maternal marsupia
in Cd-free laboratory conditions. Finally, the third cohort of neonéedi-Coh3, MarchCoh3,
Vern-Coh3, SeiCoh3 and Cres€oh3) never experienced field exposure, neither during the
gametogenesis nor the embryogenesis (Sgeare IF6). Neonates from each cohort and

populations were collected to test their sensitivity to CdZs®e

2.4 Exposure of naive genitors to environmentally relevant Cd concentrations during

one reproductive cycle

We experimentally evaluated in the laboratory the possible modification of progeny Cd
sensitivity following Cd exposure during gametogenesis or embryogesesif\(inexe &d

and see the experimental designFggure I18). For this, mating pairs of gammarids freshly
collected from the uncontaminated population Sévare sorted visually in molting stage D2

as described previously (s2e3-). They were maintained in the water of their own site until
females reached the moulting stage A li2postspawned) before starting the exposure.
Gammarids were then exposed ib glastic aquariums. We considered a control condition and
two nominal Cd oncentrations of O.fig/L and 1 pg/Lwith two replicated aquariums
containing 50 pairs of gammarids for each exposure condition. The control aquariums were
filled with 1.5L of drilling water (uncontaminated water) previously oxygenated during 24 h
and having a conductivity around 3A8/cm.The contaminated agquariums contained 1.5 L of

the same drilling water with the addition of a Cd stock solutionmag/L of Cd to reach the
chosen exposure concentration. Aquarium water (control and contaminatedhevasdelaily

to ensure sufficient oxygenation of the water and to maintain constant Cd concentration in the
contaminated aquariums. Exposure was monitored by measuring both the concentrations of
dissolved Cd in water and the Cd concentrations bioaccumudgtethle organisms from the
Cressonniére population (Table 1). For this, male organisms were caged in exposure aquariums,
following the same caging procedure as the active biomonitoring carried out in the field
deployment (see sectiof.1-). These bioaccumulation data allowed us assessing the

environmental relevance of the chosen exposure concentrations towards the level of Cd
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exposure recorded in the field, being independent of the differences in water characteristics

between rivers and laboratory. Exposure of Séran genitors was conducted for 21 days, allowing

the females to reach the moulting stage(DBaumot et al., 2020Exposure was then stopped

and the first reproductive cycle ended for few days infr€d conditions. A first cohort of

released neonates (which thus had accomplished their embryonic development in the marsupia

of exposed females) was then collected. @esiwere maintained for a second reproductive

cycle in Cdfree conditions. At the end of this second cycle, neonates (resulting from the

fertilization of gametes produced during Cd exposure) were then collected for Cd sensitivity

tests Figure 118).

2.5 Crossbreeding of tolerant and sensitive populations

In order to test our previous assumption of a major influence of maternal effects in the
inheritance of Cd toleranq®@igneron et al., 2019)we evaluated both paternal and maternal
influences by carrying out crossing between genitors collected from contaminated and
uncontaminated population&r{nexe F1-e). After being sorted visually, freshly harvested
matingpairs with females in stage D2 from the Cressonniere, Ardillats and Marchampt
populations were separated aneéhrated between contaminated status conditions, resulting in
seven conditions named ARC, MM, AC, CA, MC, CM, where the first (second respectively)
letters correspond to the i@l of the population name of the male (female respectively). For
example, males from Cressonniere population were placed in aquariums with females from
Ardillats population, forming condition CA. These aquariums were filled with 1.5 L of
uncontaminatedrdling water with a continuous drip water renewal system. As previously, at
the end of the moultirgycle, neonates from the different conditions were collected for Cd

sensitivity tests.

2.60 Maintenance of gammarids in the lab

Maintenance in the laboratory was carried on ind? 11 L plastic aquariums, placed in water

baths with a controlled photoperiod (16/8 night/day) and temperature at 16°C, for which the
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reproductive cycle (inter laying duration) is 25 dégsaumot et al., 2020fsammarids were

fedad libitumwith conditioned alder leaves and a weekly supplydiifexlarvae.

2.7- Statistical analysis

We analysed data with the R software (R Core Team, 2018) by Kifaem type survival
analyses (logank test) with a statistical significance level of 5%. No correction for multiple

testing was applied as no automatic multiple pairwise comparisons nsideaed.

3- Results
3.1- Characterization of field Cd bioavailable contamination

The results of bioaccumulation data froral&ysin situ caging biotests validate that Ardillats,
Marchampt and Vernay populations are exposed to bioavailable Cd in the field (Figure 2,
Annexe Tl1). Indeed, bioavailable Cd contamination is detected in transplanted organisms at
different seasons and for different years for these three sites, with a mean level of Cd
accumulated by caged gammarids at Qué®y, 0.39 ug/g and 0.52 pg/g for Ardillats,
Marchampt and Vernay, respectively. Recorded values are thus above the National Bioavailable
Background Assessment Concentration (BBAC) for Cd (0.30 pg/g dw), established from the
studies oBesse et al. (2013)ndCiliberti et al. (2017)BBAC is defined as the 95% percentile

of the national background distribution of concentrations recorded in uncontaminated French
rivers. We can also note that the bioavailable Cd contamination in the Ardillats, Marchampt
and Vernay sites varies over grmvhile still remaining above the BBAC, except one time for
Marchampt (in June 2022). The Rauenthal and Poye sites presented intermediate levels of
bioavailable contamination among the nine study sites, with a mean level of Cd accumulated
by caged gammardd just below the BBAC (0.2dg/g for the two sites). For Séran,
Cressonniere, Vancelle and Ognon populations, results confirm the absence of bioavailable Cd

contamination at different dates with levels of accumulated Cd far below the BBAC.
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Figure 2: Bioavailable Cd contamination in the sites inhabited by the nine populations of the study (#

Marchampt, Vernay, Rauenthal, Poye, Séran, Vancelle, Ognon and Cressonniére). Contamination is €
accumulated Cd concentrations in pg/g dw (drgight) in gammarids caged on the study sites for 7
(organisms transplanted from the reference population of the laboratory). Data are presented for can
different dates. Dashed segments link values between campaigns for each study sitezdhelhdashed lir
indicates the threshold value of significant contamination defined by Besse et al. (2013), Ciliberti et al. (
Alric et al. (2019), which corresponds to the 95% percentile of the distribution of the background conce
recorded in French rivers (0.30 pg/g dw for Cd) using the same active biomonitoring protocol.

3.2

Cd tolerance in field populations

Contaminated populations Ardillats, Marchampt and Vernay presented a statistically significant

e

de

higher tolerance to Cd compared to the uncontaminated populations Séran, Vancelle and Ognon

(log-rank test: pvalues < 0.04) (Figure 3). In accordance to thift & the distributions of

survival times, the proportion of sensitive adult gammarids in Ardillats, Marchampt and Vernay

populations was small compared to the three uncontaminated populations. For example, only

29% of organisms from Ardillats and Marchaihpopulations had a survival time inferior or
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equal to 6 days, while this proportion was equal to 58%, 67% and 71% for Séran, Vancelle and

Ognon populations, respectivelr(nexe ).

Ardillats F-=-====- — — T
Marchampt h-——————- — — ¥
Vernay b ———————- 7 1
Rauenthal — ———— - - - [ | - -
Poye—] === | - === ~
Ognon- - - - ~ [ - o o
Séran - —-———— | | g -4 @

Vancelle — it I | |- = ===== -
| | | |
0 5 10 15

Survival time (days)

Figure 3 : Cd tolerancef eight field populations assessed through the distribution of individual survival ti
male adults exposed to 80 ug/L of Cd in the laboratory (Spring 2017), one day after their collection in
Red, yellow and green colours correspond regelg to Cd contaminated, intermediate and uncontami
status of populations (see Figure 2).

Conversely, the proportion of highest Cd tolerant organisms increased in contaminated
populations as illustrated by a third quartile of survival times (LT75) of 15 days for the three
contaminated populations compared to 7 days for Ognon and Vancelledayd &r Séran
(Figure 3). Rauenthal and Poye populations, which experienced intermediate levels of Cd
exposure (Figure 2) presented intermediate levels of Cd tolerance with more tolerant adult
gammarids than the three uncontaminated populations Séraceldaand Ognon (Figure 3).

The distribution of survival times of organisms from Rauenthal population was significantly
different compared to the Ardillats population @iamk test: pvalue= 0.03) but no significant
difference is observed when compareithviarchampt, Vernay and Séran populations-(log
rank test: pvalue > 0.1). For Poye population, the distribution of survival times is also not

statistically different from the distribution of the Vernay population-(imgk test: pvalue =
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0.06) but also with two of the uncontaminated populations, Ognomgldgtest: pvalue = 0.4)
and Séran populations (lvgnk test: pvalue = 0.8) and at the limit of significance with the
Vancelle population (logank test: pvalue = 0.05). These ressilteveal an overall positive
correlation between the level of bioavailable Cd contamination in the different sites and Cd
tolerance of populations, either in terms of LT25, LT50 or LT75 (Pearsoelation test: p

value < 0.01; Supplementary Figure

3.3 Evidence of Cd tolerance at different life stages and throughout the year

Figure 4 shows the results of the sensitivity tests performed with gammarids from two
contaminated populations (Ardillats and Marchampt) and two uncontaminated populations
(Séran and Cressonniere) at different life stages (adults, juveniles, neonatsiadiferent

dates between February 2021 and October 2022. Adult gammarids from the Ardillats
population have a statistically significant higher tolerance to Cd than the two uncontaminated
populations throughout the two years of monitoring flagk test: pvalues< 6.10%) except in

June 2021 when compared with Séran populafiogrank test: pvalue = 0.06). Similarly,
higher tolerance to Cd is found in juveniles ¢ragk test: pvalues < 4.18) and neonates (leg

rank test: pvalues < 1) from Ardillats population, except juveniles in December 2021- (log
rank test: pvalue = 0.08) and neonates in February 2021-i@ods test: pvalue = 0.09). The
Marchampt population was also tested at three dates. We recovered only once (February 2021)
the highertolerance of adults to Cd previously observed in 201 7r@gods test: pvalue = 2.10

%). Similarly, we found significant increased -@ilerance two times out of three in juveniles

and neonates, and in particular at the same date as for adultar(fogst: pvalues < 5.16).

107|Page



Vi

Chapitre 1l : Etude de la variabilité de la sensibilté etttes ai t s doéhi st oire de
exposées au cadmium
ADULTS JUVENILES NEONATES
-
% Ardi k- ------ Ardi t---- Ardi - r--R--------+
2 March {  Fo-ooo- - 1 March = . ------
% march | +---- I - -+
S Séran | peeeee- - -+ Séran | [ - - - een e 4
&
@ Cress {  +---- I -------- 4 Cress 1 'I""' Cress s -------- ]
0 5 10 15 5 10 15 0 5 10
g | e | o S
o~
=  Séran{ F--------- [ ------ 1 séran+ F{}------ ] NO DATA
[
[
< e - O o| emsai -
0 5 10 15 5 10 15
g aw{ peo | oae | A e —_—
=
™~
W March - +---- N - - March 1 +-- I ------ 4 March {  p----- | EEEEEEES 4
=
=]
7 séran{  beeeee- - séran { +{I}----1 - - séran 1 +-- [ ------ -4
0 5 10 15 5 10 15 0 5 10
-
g
S | e . ari{ e
x
w
D shn{ b D | séen | - stan | b
=
S cesey v Q- | cessy ol cress 1+ [
0 5 10 15 5 10 15 0 5 10
o
S e | ae - | oo
o
W
% Séran pemme=- - ------ 1 Séran k- Séran P- -------- 1
i
D cess{ r (DRt | Cesi [ Cress {  boo--- {4
0 5 10 15 5 10 15 0 5 10
% Ardi po-cooo-- | Ardid pe---e- I - - - Ardi - -~ - - 4
¢ March{ +---- (- 4| March i r---- N4 e e e - - -
L
g Séran 4 [ 0 ) 4. Séran 4 bo--- IR - - - - <<= 4 Séran 4 « W4 o+ - . .
=
8 Cress 1 r------ DI --------+4 | Cress { [~~~ --- -4 Cress { -4 - -
0 5 10 15 5 10 15 0 5 10
Survival time (days) Survival time (days) Survival time (days)

Figure 4 : Cd tolerance of four fielgopulations assessed for different life stages and different dates of s
in the year. The boxplots present the distribution of individual survival times of male adults, juveniles and
from Ardillats (Ardi), Marchampt (March), Séran and Cressére (Cress) populations. Adults and juveniles
exposed to 80 pg/L of Cd and neonates to 20 pg/L in the laboratory one day after their collection in th
release from female marsupium in the laboratory for neonates. Red and green colaspoodrito C

contaminated vs uncontaminated status of populations (see Figure 2).
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3.4 Diminution of adult Cd tolerance after 2 months in Cdfree water

Comparing the results before and after the maintenance-fre€dvater, we observed a drop

e

in survival times (logrank test: pvalues < 0.02) in the Ardillats and Vernay populations at the

four dates (Figure 5). This drop corresponds to a loss of thedtidévels of individual

de

tolerance, as well as a decrease of the lowest levels down to the range of survival times observed

in uncontaminated populations. For example, in December 2021, only 7% of®\edaid 13%

of Vern-TO (i.e., just after field samplinghad a mean survival time inferior or equal to 6 days

compared to 67% of Ardi2 and 53% of Ven12 (.e., after 2 months of laboratory

maintenance)Annexe B).

APRIL 2021
Ardi-TO 0 0 Femmmm——m—m o |
Ser-T0 +-------- j— - - TO
Cress-T0 r-- - - - - - - - - -
Ardi-T2- +~--- - - ------- -
SerT24 +~----OI----+ - T2
Cress-T2 1 - - [ - °

Ardi-TO
Vern-TO -
Ser-TO -
Cress-TO0 -

Ardi-T2 -
Vern-T2 +
Ser-T2
Cress-T2 -

Survival time (days)

JUNE 2021
Ardi-TO4  F------o- —x——
March-To - - - - - - - - - | o0
Ser-To{  r----- - - - -
Ardi-T2 - - - - - - - - - 4
March-T24 o F-------- 4 | T2
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T T T T T
0 5 10 15 20
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T
0 5 10 15 20
Survival time (days)

Figure 5 : Evolution of Cd tolerance of field populations during maintenance #ré&&conditions. The boxplc
present the distribution of individual survival times of male adults after sampling in the field (TO) and ai
maintenance during 2 months in-@ée water (T2) for Ardillats (ArdT0, Ardi-T2), Vernay (VeraTO0, VernT?2),
Marchampt (MarchTO, MarchT2), Séran (Sef0, SefT2) and Cressonniéere (CreE6, CressT2) populations
Adults were exposed to 80 pg/L of Cd. The experiment was conducted aliffevent dates (one panel per ¢
of field sampling date). Red and green colours correspond respectively to Cd contaminated and uncol

status of populations in their habitat of origin (see Figure 2).

Two months in Cdree water decreased the median survival time (LT50) from 15 to 5 days,

and from 18 to 6 days for Ardillats and Vernay, respectively. Similarly, the LT75 decreased
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from 15 to 7 days for Ardillats and from 25 to 9 days for Vernay after 2 months-fre€d
water Annexe B). We confirmed these results for the four experiments repeated at different
dates. For Marchampt population, no tolerance to Cd was observed on the two dates tested after
sampled in the field. No difference in sensitivity to Cd was therefore observeednebtarch

TO and MarchT2.

3.5 Appearance of sensitive neonates when parental Cd exposure is stopped

We assessed the maintenance of Cd tolerance in the progeny of contaminated populations when
genitors sampled in the field are maintained inrflég water in the laboratory. We therefore
monitored the Céensitivity of three successive cohorts of neonamgsr{clutch interval of 3
weeks) produced in the laboratory by synchronized genitors from Ardillats, Vernay,
Marchampt, Séran and Cressonniéere populations (experimental design praséigace I+

6). As expected, the first cohorts of neonates born in the laboratory from genitors harvested in
contaminated populations (Ardlohl, VernCohl and MarciCohl) present statistically
significant higher Cd tolerance compared to the first cohorts from the wanciated
population genitors (SeZohl and Cres€ohl) (logrank test: pvalue<10?®) (Figure 6).
Neonates from ArdCoh1, VeraCohl and MarctCohl, respectively, present a LT50 equal to

6, 6 and 5 days, respectively, against 2 days for bot#C8let and @ssCohl. In particular,

the percentage of neonates with survival time inferior or equal to 3 days reinforces these
observations of increased Cd tolerance transmitted to progeny, with a proportion of 0% for
Ardillats, 4% for Vernay and 21% for Marchampgmpared to 79% and 75% for Séran and
CressonnierdAnnexe ). Increased Cd tolerance is still found in the second cohort for
Ardillats, Vernay and Marchampt (le@nk test: pvalues< 10%), but with a higher percentage

of neonates with survival time inferior or equal to 3 days for M@&vh2 (from 4% to 25%), and
March-Coh2 (from 21% to 67%). For the third cohort of neonates, even if a significant
difference in survival times still remait®tween the three contaminated populations and the
two uncontaminated populations (foank test: pvalues< 2.10%), we observed an increased
proportion of sensitive neonates in Ardillats, Vernay and Marchampt populations. Indeed, the

LT50 decreased fro 6 days (ArdiCohl) to 4 days (ArdCoh3) and similarly the LT25
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decreased from 5 days (Ar@iohl) to 2 days (ArdCoh3) @Annexe B). Same results were

observed in Vernay and Marchampt populations (Figure 6), with decreased LT50 from 6 days

in Vern-Coh1l, and 5 days for Margbohl, to 4 days in Ver@oh3 and MarciCoh3.
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Figure 6: Cd tolerance (distribution of individual survival times during exposure to 20 ug/L of Cd) o
successive cohorts of neonates produced Hir€zllaboratory conditions by genitors sampled in Ardillats (7
Cohl, ArdiCoh2, ArdiCoh3), Vernay (VerrCohl, VernCoh2, VernCoh3), Marchampt (Marcoh1l, Marck
Coh2, MarchCoh3), Séran (Setohl, SeitCoh2, SeiCoh3) and Cressonniére populations (Gi€ehl, Cres:
Coh2, Cres€Coh3). Neonates were exposed to Cd individually one day after their release #&tmrna
marsupium. Red and green colours correspond respectively to Cd contaminated vs uncontaminate
populations in their habitat of origin (see Figure 2).

3.66 No induction of tolerance in neonates when Cd parental exposure only occurs

during gametogenesis or embryogenesis

We conducted an exposure of genitors native from the uncontaminated population Séran to
sublethal levels of Cd in the laboratory during one reproductive cycl&igee |18). By this

mean, we sought to test whether the tolerance recorded in the first cohorts of neonates from
field-sampled genitors in contaminated populations (Figure 6) may be explained by exposure
to Cd during embryonic development or gametogenesis thatredqunior to field sampling of
organisms. The results of Cd bioaccumulation by caged gammarids exposed in parallel to
genitors showed that laboratory exposure to nominal Cd concentrations in water of 0.1 pg/L
and 1 pg/L yielded to a mean bioaccumulatiolugaof 0.61 pg/g and 7.46 pg/g, respectively
(Table 1). Hence gammarids exposed to 0.1 pg/L of Cd in the laboratory present a similar
bioaccumulation level to that found in caged gammarids in the Ardillats site (0.68 pg/g dw) and

Vernay site (0.52 pg/g dwsee sectio.1- ; Annexe Tb).
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Second, no significant difference was found in survival times between the three conditions (log

rank test: pvalues> 0.07) in the first released of neonates (i.e., neonates exposed only during

embryogenesis in female marsupia) and between control apd/Q.tonditions (logrank test:

p-value = 0.1) for neonates exposed only during gametogenesis (second cohort)

(Supplementary Figur@). These results invalidate the hypothesis that exposure to Cd

contamination only during the early stages (gametes, enleypkins the higher tolerance in

the offspring of genitors from contaminated populations.

Table 1: Dissolved Cd concentrations andld@y bioaccumulated Cd concentrations during laboratory exposure
of genitors to nominal concentrations of 0.1 pg/L and 1 pg/L of Cd.

. Dissolved Cd Accumulated Cd
Exposure condition  cgoncentration (ug/L)  concentration (pg/g dw)
Control aquarium 1 <LQ 0.07
Control aquarium 2 0.02 0.05
0.1 pg/L in aquarium 1 0.11 0.52
0.1 pg/L in aquarium 2 0.10 0.70
1 pg/L in aquarium 1 1.01 7.54
1 pg/L in aquarium 2 0.98 7.38

3.7- Cdtolerance is transmitted by both parents

In both experimentsi.ge., considering either Ardillats or Marchampt as contaminated
population), neonates from the contamingiepulation were more tolerant compared to those
from the reference population Cressonniére -(emk test: pvalue< 6.10%) (Figure 7), as
previously described3(3- and3.5). We found 20% and 35% of neonates with a mean survival
time inferior or equal to 3 days for the AA and MM conditions, respectively, compared to 90%
for the CC conditionAnnexe B). The LT75 further support these observations, with 6 days
for AA, 5 days for MM but only 2.25 days for CQufnexe B). Results obtained from
population crossing between Ardillats and Cressonniere (Fig. 7A) reveal that neonates born
from a tolerant father (condition AC) and from a tolerant mother (condition CA) present a
distribution of survival times intermediate betwethe distributions from the two parental
population conditions (AA and CC). Indeed, the survival time distribution of CA neonates is
not significantly different from AA condition (legank test: pvalue = 0.2) while the AC
condition differs significantlyfo both AA and CC conditions (legnk test: pvalues< 0.04).
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We found the same pattern with neonates from the second crossing between Marchampt and
Cressonniere populations (Fig. 7B). The distribution of survival times of neonates born from a
tolerant father (MC) or a tolerant mother (CM) is not significantly deifiéfrom that of tolerant
MM neonates (logank test: pvalues > 0.3), while the CM and MC conditions differ from the
CC condition (logrank test: pvalues < 1d).

A ARDILLATS / CRESSONNIERE B MARCHAMPT / CRESSONNIERE
AA - O - - - MM - - -------- 1
AC - F-- o - - MC - F-- O --- -- 4
ca S - om{ ro-o-- I
ccC - « I - cC - « O+ -
0 5 10 0 5 10
Survival time (days) Survival time (days)

Figure 7 : Crossbreeding between sensitive and tolerant populations. The figure presents the Cd tole
neonates(distribution of individual survival times when exposed to 20 pugCd/L) produced by Cd t
populations (Ardillats or Marchampt), uncontaminated population (Cressoniere) and from populatis
breeding. For the legend of the different conditions,fits¢ capital letter corresponds to the first letter of
mal e6s popul ation name and the second capital
(notationll /I : e.g the condition AC corresponds to the crossing between afroateArdillats population and
female from Cressonniére population). Neonates were exposed to 20 ug/L of Cd in the laboratory one
they were released. Par{@) represents crossing between Ardillats and Cressonniére populations an(Bpanel
represents crossing between Marchampt and Cressonniere populations. Red and green colours corre:
contaminated vs uncontaminated status of populations (see Figure 2).

4. Discussion
4.1- Moderate Cd tolerance occurs in gammarid populations exposed to natural

bioavailable Cd contamination in the aguatic environment

The assessment of bioavailable metallic contamination confirmed the persistent Cd
contamination in the site inhabited by the Ardillats population previously studigdyhgron

et al. (2015)It also permits to consider Vernay and Marchampt populations as two new case
studies ofG. fossarunpopulations historically exposed to Cd. While the source of Cd exposure

in these streams is of natural origin due to the geochemical context, these three sites are among
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the top 10% of bioavailable contamination data recorded in French rivers, based on the national
monitoring dataset of contamination measurements reportedrim et al. (2019) This
contrasts with the four uncontaminated populations Séran, Cressonniere, Vancelle, Ognon,
which have bioavailable Cd contamination measurements lower than the national median value
estimated at 0.14 pghv in Alric et al. (2019) Poye and Rauenthal populations experience
intermediate levels of Cd exposure, with bioaccumulation records at the edge of the BBAC
value of 0.30 pg/g dw defined as the upper limit of the French national bioavailable
contamination background. Overall, teee Cd contaminated populations, which are located
in seminatural contexts with low levels of anthropogenic contamination, are quite unique study
cases for investigating the ecotoxicological processes acting in case efemdtational Cd
exposure whin environmental variability. Nevertheless, caution must be taken before any
direct transfer of our results to muttontamination situations encountered in anthropized
contexts. Several studies have already documented that tolerance of freshwateon@mphip
populations to insecticides are not systematically found in complex urban or agricultural
contamination context§ Ma | or et al ., 2020; Gvara et a l
Schneeweiss et al., 2023khereas a strong potential for tolerance development towards
neonicotinoid, pyrethroid or organophosphate insecticides was clearly demonstrated in multiple
field populations from this same tax@weston et al., 2013; Shahid et al., 2018a; Gamble et
al., 2023)

The comparison of adult Cd sensitivity between the different study populations unambiguously
showed the development of increased Cd tolerance in relation to their exposure (Figure 3) which
extend the results dfigneron et al. (2015)This generalisation is demonstrated for two
additional populations in the Beaujolais region, at multiple dates, but also to the distant Vosges
region with the contrasting case of Rauenthal and Vancelle populations. The quantitative
relationship drawn beteen bioaccumulation data in transplanted gammarids and population
Cd wlerance (Supplementary Figurg &onfirms the pattern found for the tolerance to
neonicotinoid insecticides in agricultutal pulexpopulationgShahid et al., 2018blx enforces

the conclusion that contaminant body burde@ammarusnay be a suitable measure of toxic

pressure in streams and predictive of ecological impacts in invertebrate popyakiahgl et
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al., 2018b; Alric et al., 2019Pespite the high levels of exposure in Ardillats and Vernay in

respect to national bioavailable Cd contamination gradient, Cd tolerance appears to be only

moderate with an approximately tviold tolerance factor regarding LT50s, asvigneron et

al. (2015) This agrees with Cd tolerance factors previously reported in field populations of

aguatic invertebrates exposed to metallic pollution, such as decéploidslii Boudet et al.,

2013) chironomids(Groenendijk et al., 2002; Pedrosa et al., 20bragnnelidgLevinton et

al., 2003) This contrasts with resistance factors higher than 500 reported for pyrethroid and

organophosphate insecticides in the amphigodztecaor which a genetic basis was clearly

demonstrated by molecular stud{@geston et al., 2013; Major et al., 202Qpnversely, it falls

within the range of tolerance factors reporte@impulexpopulations exposed to neonicotinoids

in agricultural streams in Germa(fyhahid et al., 2018a; Siddique et al., 2088erance which

was assumed to be the combination of acclimation, epigenetic effect and genetic evolution

(Siddique et al., 2021)

Temporal monitoring of tolerance levels in the Ardillats and Marchampt populations showed
that tolerance is found in both adult and juvenile organisms (Figure 4). It can also be found in
newborns of both populations (first cohort spawned in the laboratooyfirming the
transmissibility of tolerance to offspring already identifiedMdgneron et al(2019, 2015)In
contrast with the Ardillats and Vernay populations, Cd tolerance was never found for
Marchampt including adults, juveniles and neonates organisms at all dates of sampling (Figure
3, Figure 4, Figure 5). Temporal variations in tolerance to metalsalv@aely been documented

in field G. pulexpopulations byMaltby and Crane (1994Wwho suggested an adjustment of
tolerance to varying levels of environmental exposure under the hypothesis of physiological
acclimation. In our case, this hypothesis is conceivable in view of the variability in the level of
bioavailable contamination itné Marchampt site, which for a given date is below the BBAC
threshold in contrast to the Ardillats and Vernay sites (Figure 2). An alternative hypothesis put
forward in the literature to explain temporal fluctuations of Cd tolerance levels in aquatic
invertebrate populations in Cd contaminated areas is that of episodic genetic dilution linked to
migratory flows from populations living in necontaminated areg&roenendijk et al., 2002;

Mackie et al., 2010)This hypothesis must certainly be discarded in our case because we
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selected sites located in the upstream zone of headwater streams (less than 3 km from the source
for the three contaminated populatioi@bleau 1+1) and the geochemical impregnation by Cd
must affect all of these upstream zones. In the case of the neonicotinoid tolerance reported in
G. pulexagricultural populations, a seasonal variability in the level of tolerance has also been
suggested, but with a negative correlation with the level of exposure ovegBatieer et al.,
2020) The hypothesis advanced by the authors is that the possibility of detecting differences in
individual sensitivities fades when the toxic stress becomes strong, while the selection of
surviving tolerant individuals within the population is still visiblat©ide the agricultural
treatment period. The situation in our study is quite different, as contaminant exposure levels
in the field do not lead to sheterm mortality in gammarids. This was confirmed by the
numerous caging biotests carried out during stedy and the very low levels of Cd
concentrations in water at the site Ardillats reporte&¥igneron et al. (2015faverage Cd
concentration of 0.045 pg/L). It is also evidenced by the accumulated levels of Cd far below to
those recorded in laboratory toxicity studjesbrun et al., 2017Consequently, the hypothesis
of a positive covariation of exposure and population tolerance levels remains to be preferred to
explain the temporal variability of tolerance notably observed in Marchampt. To test the time
scale at which the adjustment betm exposure and tolerance levels could take place in these
populations, specific experiments that would simultaneously combine geriaitu

accumulation biotests and tolerance assessment all along the year could be undertaken.

4.2- Cdtolerance is not fixed at the individual level and supported by intergenerational

plasticity

When organisms collected in Cd tolerant Ardillats and Vernay populations are no longer
exposed to this metal for two months, a loss of Cd tolerance is observed in adult organisms
(Figure 5). Although a slight effect of the maintenance in the laboratoryrredceven in
uncontaminated populations with a general decreasing tendency of Cd survival times,
contaminated populations have clearly lost their tolerance differential, with survival time
distributions becoming similar to those of uncontaminated popuktRapid loss of tolerance

is not expected in the case of genetically determined tolerance. For ex@apible et al.

116|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium
(2023)showed that insecticide toleranceHyallela could still be found nine years after rearing
tolerant populations in uncontaminated conditions. Some authors, however, discuss the
possibility of such rapid losses even in the case of genetic tolerance, through differential
survival of resistant organisyduring the laboratory culture due to tolerarelated fithness
costs, for example in chironomi@Sroenendijk et al., 2002But chironomids have very rapid
development cycles compared wi@ammaruswhich has a longevity of approximately two
years and timéo-maturity of approximately six months in our rearing conditi@®sulaud et
al., 2014) Given the fact that tolerance loss was observed in less than two months, and that no
notable mortality was observed during rearing in the laboratory, it is unlikely that any sorting
or differential fithess of tolerant organisms in-eée conditions coudl explain the loss of
tolerance. The hypothesis of a plastic acclimation to contamination therefore seems to be the
preferred explanation for the tolerance recorded in the Ardillats, Vernay and Marchampt
populations. It also corroborates our previous gtetivte genetics studies that concluded that
heritability of Cd sensitivity is negligible in natural population§&ofossarummaking genetic
selection of resistant genotypes unlikely in this spg@ésumot et al., 2009; Vigneron et al.,
2016) In addition, physiological acclimation to metal exposure is a tolerance mechanism that
has been described for various field populations, as in the studidsrag and Lentz (1998)
on the fishGambusia affinisor by Maltby and Crane (1994h G. pulex It has also been
mentioned in interaction with genetic selection for gains in tolerance to neonicotinoid
insecticides in this same spec{&ddique et al., 2021)Cd tolerance due to acclimation has
also long been demonstrated in the laboratory for crustacean dapBadis et al., 1990)
decapodgKhan et al., 1988; Klerks, 1998) gammarid¢Stuhlbacher and Maltby, 1992)he

present field study therefore corroborates some of their findings.

Also supporting the hypothesis of a nganetic determinism of Cd tolerance of the
contaminated populations, the loss of tolerance in the laboratory was also observed in the
offspring of tolerant populations'fZohort in Figure 6). This highlights that the Cd tolerance
observed in neonates of contaminated populations depends on the parental exposure. Indeed, in
accordance to the results obtaine¥igneron et al. (2019Wwhich suggested the occurrence of

intergenerational plasticity of Cd tolerance in the Ardillats population, we observed an absence
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of sensitive neonates in Ar@iohl and ArdiCoh2 whereas they are present in Ataih3. The

same results were observed in the Vernay population. Several previous studies have

exemplified that parental conditions affect offspring phenotype. For examplegemetic

tolerance to contaminants revealed by the loss of tolerance sensitivity in offspring has already

been reported iDaphnia pulexin Cdfree environmeni{Chen et al., 2016)Ilt was also

illustrated in the crustacearigriopus japonicuswith the loss of Cu tolerance in only one

generation after a return to cleasater (Kwok et al., 2009) Intergenerational plasticity was

also found for different environmental factors such as food availalBibyduriansky and

Head, 2007)predation riskTariel et al., 202QemperaturéWalsh et al., 2014nd ultraviolet

radiation(Sha and Hansson, 2022)

Overall, the results of the laboratory maintenance experiment, along with the observation of
variable tolerance levels in the field, support the hypothesis that -gemmtic phenotypic
acclimation sustains the transmissible Cd tolerance, which developtxa icontaminated

G. fossarunpopulations of the study.

4.3 Parental effects and norgenetic mechanisms in the transmission of Cd tolerance?

The results of our study reveal that offspring toleranceacees with parental exposure to
contamination in field populations (Figure 4, Figure 6). However, the neonates of the first
cohorts produced in the laboratory by genitors collected in contamipafgulations were
potentially influenced by direct exposure during their embryonic development in the field. For
example,Plautz and Salice (2013)as shown in the freshwater snBihysa pomiliathat
exposure during embryonic development (which takes place in the maternal marsupium in
gammarids) can have a major influence on offspring Cd sensitivity in case of developmental
plasticity. Thus, the tolerance observed in neonates in our study, fadeh over the course

of the cohorts produced in the laboratory, could be partly a consequence of direct exposure
during embryonic development in the field and not the result of a true parental transnfission o
tolerance. However, this hypothesis cannot be accepted as the sole explanation for the studied

tolerant populations, given the still high proportion of tolerant neonates in the third cohorts
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spawned in the laborato(¥figure 6). These cohorts are in fact the result of the fertilization of
gametes produced during a reproductive cycle and embryonic development carried out solely
under Cdfree laboratory condition@igure 1+6). Furthermore, in order to question the possible
involvement of such developmental plasticity processes, the laboratory exposure experiment
also enabled us to control the exposure history of neonate gammarids, with organisms either
exposed during embryogesis only, or resulting from parental exposure during gametogenesis
only (Figure 1k8). The results of the biomonitoring of bioavailable metallic contamination
during the laboratorgxposure indicated that the exposure concentration of 0.1 pg Cd/L (water
concentration) was representative of field exposure encountered by tolerant field populations
of the study. The use of such low exposure levels in the laboratory to study adaptation
phenomenon in organisms and letegm effects of contamination is rare in the literature
(Coninck et al., 2014)T'he results of Cd sensitivity tests performed on neonates produced from
the exposed genitors led to the conclusion that Cd exposure during the embryonic phase is not
involved in the acquisition of neonate Cd tolerance, ruling out the hypothesis of ambryo
selection in marsupium or developmental plasticity phenomenon. In addition, we also have
shown that exposure during one gametogenesis cycle is not sufficient to induce increased Cd
tolerance inG. fossarunprogeny in the uncontaminated field populat®éran. Hence, lonrg
term field exposure of genitors to Cd seems necessary to set up the parental effects supporting

the recorded negenetic transmission of tolerance to progeny.

Based on the findings afigneron et al. (2019)we then tested the hypothesis of a maternal
effect that would account for this intergenerational acclimation of Cd sensitivity. In fact,
maternal effect is often discussed to explain tgtmerational plasticity of sensitivity to
contaminantg¢Groenendijk et al., 2002as it has been supported by mechanistic knowledge of
the transfer of tolerance factors via eggs, particularly for metads Munkittrick and Dixon,

1988) We therefore carried out crosses between susceptible and tolerant populations. Our
results show that both parents, tolerant mothers and tolerant fathers, transmit tolerance to their
offspring. This invalidates the preliminary hypothesed/mneron et al. (2019pn strictly
maternal effects to explain the rganetic inheritance of Cd tolerance observed in the Ardillats

population. This symmetrical pattern of transmission between fathers and mothers has led some
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authors to conclude that Cd tolerance is genetically determined in contaminated populations
(Groenendijk et al., 2002However, combined with the transient nature of tolerance observed
here during the cessation of Cd exposure, it opens up the hypothesis of the existence of
epigenetic mechanisms determining the variability in Cd sensitivity among populations, as
discussedn the review byDallinger and Hockner (2013Paternal effects are generally not
considered as a major factor in epigenetic inheritance phenomena, indeed, they have been much
less studied than maternal effe@itd and Burggren, 2010Jurthermore, the ecotoxicology
literature, particularly in the crustacean model, is increasingly highlighting the possibility of
intergenerational transmission of epigenetic marks (mainly DNA methylation) generated in
response to contamination during euaal exposure(e.g, Feiner et al., 2022)or
multigenerational exposure.@, Jeremias et al., 202Z)jowever, the link between epigenetics
and tolerance has only rarely been establisk@ite et al. (2013)correlated for instance
variations in DNA methylation patterns with adaptation to arsenitumbricus rubellus
populations inhabiting contaminated mining soilsGInfossaruminterestingly, Cd exposures
modulated global genomic cytosine methylation levels in the laboré@oilyiu et al., 2018)
Moreover, preliminary results suggest a peculiar pattern in the Ardillats population with higher
levels of global DNA methylation compared to reference populaioribiu, 2020) All these
observations lead us to assume that epigenetic variations, transmitted symmetrically through
paternal and maternal pathways, support thegemetic inheritance of Cd tolerance witk@n
fossarunfield populations exposed to Cd contamination of their environment. This hypothesis
is in line with ecological studies, notably in amphipd8sldanzi et al., 2017)that have

highlighted the importance of epigenetic variation in adaptation to environmental variability.

4- Conclusion

Results of this studprovide novel field evidence that multigenerational exposure to chronic
levels of Cd induces moderate transmissible tolerance to this metal in headwater stream
populations of the key speci€s fossarumTolerance is found in all age classes in populations
exposed to persistent natural contamination. We conclude that tolerance corresponds to a non

genetic acclimation relying on phenotypic plasticity since it can be transiently lost in field

120|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium

populations and by individuals when they are isolated wir&@slwater. We confirmetthe non

genetic transmission of Cd tolerance between generations previously described. However, the
parental effect supporting this intergenerational acclimation is not limited to maternal effects,
and transmission by both sexes depends on-teemy parental x@osure. We suggest
epigenetics, likely DNA methylation changes, as a plausible mechanism for the plasticity of Cd
sensitivity observed in the field. DNA methylation could offer a level of phenotypic flexibility
within populations that would lead to rap&sponses to environmental contamination. Specific
molecular studies are now needed to explore the epigenetic processes operating in these field
populations.Our results therefore highlight the neglected role of plasticity anegeastic
transmission of modified sensitivities during the ldagm exposure of natural populations to
environmental contamination. Next step in our work will focus on the potenisierce of

fitness costs of tolerance and alteration of-tifstory traits in Cd tolerant poptians of G.

fossarum

5- Bibliography

Alric, B., Geffard, O., Chandesris, A., Ferréol, M., Frangois, A., Perceval, O., Piffady, J., Villeneuve, B.,
Chaumot, A., 2019Multisubstance Indicators Based on Ca@ainmarusBioaccumulation Reveal the Influence
of Chemical Contamination on Stream Macroinvertebrate Abundances across Eranamn. Sci. Technol. 53,
59064 5915. https://doi.org/10.1021/acs.est.9b01271

Baldanzi, S., Watson, R., McQuaid, C.D., Gouws, G., Porri, F., ZBdigenetic variation among natural
populations of the South African sandhoppéFalorchestia capensis Evol Ecol 31, 7v91.
https://doi.org/10.1007/s1068216-9877-9

Becker, J.M., Russo, R., Shahid, N., Liess, M., 2020. Drivers of pesticide resistance in freshwater
amphipodsScience of The Total Environment 735, 139264. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139264

Besse, JP., Coquery, M., Lopes, C., Chaumot, A., Budzinski, H., Labadie, P., Geffard, O., 2013. Caged
Gammarus fossaruifCrustacea) as a robust tool for the characterization of bioavailable contamination levels in
continental waters: Towards the determination of threshold values. Water Research #860650
https://doi.org/10.1016/j.watres.2012.10.024

Bodar, C.W.M., van der Sluis, I., van Montfort, J.C.P., Voogt, P.A., Zandee, D.l., 1990. Cadmium
resistance iDaphnia magnaAquatic Toxicology 16, 3339. https://doi.org/10.1016/0168815X(90)9007%2

Bonduriansky, R., Head, M., 2007. Maternal and paternal condition effects on offspring phenotype in
Telostylinus angusticolligDiptera: Neriidae). J Evolution Biol 20, 2372388. https://doi.org/10.1111/j.1420
9101.2007.01419.x

121|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium

Brady, S.P., Monosson, E., Matson, C.W., Bickham, J.W., 2017. Evolutionary toxicology: Toward a unified
understanding of |l i febs response t o toxi7®l. chemic
https://doi.org/10.1111/eva.12519

Chaumot, A., Coulaud, R., Adam, O., Quéau, H., Lopes, C., Geffard, O., B0O3u Reproductive
Bioassay with Cagedsammarus fossarunfCrustacea): Part dlGauging the Confounding Influence of
Temperature and Water Hardness. Enviro Toxic and Chemistry 306 BB./https://doi.org/10.1002/etc.4655

Chaumot, A., Gos, P., Garric, J., Geffa@l, 2009. Additive vs neadditive genetic components in lethal
cadmium tolerance dBammarugCrustacea): Novel light on the assessment of the potential for adaptation to
contamination. Aquatic Toxicology 94, 29209. https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2009.07.015

Chen, S., Nichols, K.M., Poynton, H.C., Sepulveda, M.S., 2016. MicroRNAs are involved in cadmium
tolerance irDaphnia pulexAguatic Toxicology 175, 24248. https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2016.03.023

Chiodi Boudet, L., Polizzi, P., Romero, M.B., Robles, A., Gerpe, M., 2013. Lethal and sublethal effects of
cadmium in the white shrimpalaemonetes argentinua comparison between populations from contaminated
and reference siteEcotoxicol Environ Saf 89, 558. https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2012.11.008

Ciliberti, A., Chaumot, A., Recousllassaquant, R., Chandesris, A., Francgois, A., Coquery, M., Ferréol,
M., Geffard, O., 2017CagedGammarusas biomonitors identifying thresholds of toxic metal bioavailability that
affect gammarid densities at the French national scale. Water Research 118140131
https://doi.org/10.1016/j.watres.2017.04.031

Cogne, Y., DeglEsposti, D., Pible, O., Gouveia, D., Francois, A., Bouchez, O., Eché, C., Ford, A., Geffard,
O., Armengaud, J., Chaumot, A., Almunia, C., 20D@. novotranscriptomes of 14 gammarid individuals for
proteogenomic analysis of seven taxonomic groups. Sci Data 6, 184. https://doi.org/10.10383494B2~5

Coninck, D.I.M.D., Janssen, C.R., Schamphelaere, K.A.C.D., 2014. An approach to assess the regulatory
relevance of microevolutionary effects in ecological risk assessment of chemicals: A case study with cadmium:
Assessing regulatory relevance of microetiolary effects. Environ Toxicol Chem 33, 45357.
https://doi.org/10.1002/etc.2434

Coulaud, R., Geffard, O., Coquillat, A., Quéau, H., Charles, S., Chaumot, A.,R€dldgical modeling
for the extrapolation of ecotoxicological effects measured during in situ assagsimarusEnviron Sci Technol
48, 64286436. https://doi.org/10.1021/es5011269g

Coutellec, M-A., Barata, C., 2013Special issue on lontgrm ecotoxicological effects: an introduction.
Ecotoxicology 22, 76i3766. https://doi.org/10.1007/s106063-1092-7

Cribiu, P., 2020. £tude des effets inter et transg
chez le crustacé amphipodéGammarus fossarum PhD thesis, Université de Lyon, Lyon.
https://theses.hal.science/2918500

Cribiu, P., Chaumot, A., Geffard, O., Ravanatl.).Bastide, T., Delorme, N., Quéau, H., Caillat, S.,
Devaux, A., Bony, S., 201&atural variability and modulation by environmental stressors of global genomic
cytosine methylation levels in a freshwater crustac&mmarus fossarumAquatic Toxicology 205, 1i118.
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2018.09.015

Dallinger, R., Hockner, M., 2013. Evolutionary concepts in ecotoxicology: tracing the genetic background
of differential cadmium sensitivities in invertebrate lineages. Ecotoxicology 22,17787
https://doi.org/10.1007/s10648.3-1071z

122|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium

Feiner, N., Radersma, R., Vasquez, L., Ringnér, M., Nystedt, B., Raine, A., Tobi, E.W., Heijmans, B.T.,
Uller, T., 2022. Environmentally induced DNA methylation is inherited across generations in an aquatic keystone
species. iScience 25, 104303. httpsilg/10.1016/j.isci.2022.104303

Fung, C.Y., Zhu, K.Y., Major, K., Poynton, H.C., Huff Hartz, K.E., Wellborn, G., Lydy, M.J., 2021. The
contribution of detoxification pathways to pyrethroid resistanddyialella aztecaEnviron Pollut 284, 117158.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2021.117158

Gamble, N.E., Huff Hartz, K.E., Figuero, A.E., Poynton, H.C., Lydy, M.J., 2@&3elopment of
insecticide resistance in Hyalella azteca  Environmental Pollution 322, 121165.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.121165

Grethlein, M., Pelikan, L., Dombrowski, A., Kabus, J., Oehlmann, J., Weigand, A., Jourdan, J., 2022.
Smallscale population structuring results in differential susceptibility to pesticide exposure. Environmental
Sciences Europe 34, 113. https://doi.orgl186/s12302022-006904

Groenendijk, D., Lucker, S.M.G., Plans, M., Kraak, M.H.S., Admiraal, W., 2002. Dynamics of metal
adaptation in riverine chironomids. Environmental Pollution 117,7i109. https://doi.org/10.1016/S0269
7491(01)001548

Groenendijk, D., Opzeeland, B.V., Pires, L.M.D., Postma, J.F., 1999. Fluctuatingiktfey Parameters
Indicating Temporal Variability in Metal Adaptation in Riverine Chironomids. Archives of Environmental
Contamination and Toxicology 37, 17B1. httpg/doi.org/10.1007/s002449900503

Heim, J.R., Weston, D.P., Major, K., Poynton, H., Huff Hartz, K.E., Lydy, M.J., 2018. Are there fithess
costs of adaptive pyrethroid resistance in the amphiptghlella aztec& Environ Pollut 235, 3946.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2017.12.043

Ho, D.H., Burggren, W.W., 201&pigenetics and transgenerational transfer: a physiological perspective.
Journal of Experimental Biology 213j B6. https://doi.org/10.1242/jeb.019752

Jeremias, G., Veloso, T., Gongalves, F.J.M., Van Nieuwerburgh, F., Pereira, J.L., Asselman, J., 2022.
Multigenerational DNA methylation responses to copper exposubaphnia Potential targets for epigenetic
biomarkers? Chemosphere 308, 136231. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.136231

Johnston, E2011. Tolerance to contaminants: evidence from chronieaibosed populations of aquatics
organisms, in: Tolerance to Environmental Contaminants. CRC Press; gp. 25

Khan, A. T., Wei s, J. S. , D6ANndr ea, L., 1988. Studi
shrimp,Palaemonetes pugi®ull Environ Contam Toxicol 40, 3@4. https://doi.org/10.1007/BF01689382

Khan, F.R., Irving, J.R., Bury, N.R., Hogstrand, C., 2011. Differential tolerance oGamemarus pulex
populations transplanted from different metallogenic regions to a polymetal gradient. Aquatic Toxicology 102,
95i 103. https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2011.01.001

Kille, P., Andre, J., Anderson, C., Ang, H.N., Bruford, M.W., Bundy, J.G., Donnelly, R., Hodson, M.E.,
Juma, G., Lahive, E., Morgan, A.J., Stirzenbaum, S.R., Spurgeon, D.J., 2013. DNA sequence variation and
methylation in an arsenic tolerant earthworm papon. Soil Biology and Biochemistry 57, 52B2.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2012.10.014

Klerks, P.L., 1999. Acclimation to Contaminants by the Grass ShRalpemonetes pugidndividual
Contaminants vs. Mixtures. Ecotoxicology 8, PZ86. https://doi.org/10.1023/A:1008929215781

Klerks, P.L., Lentz, S.A., 1998. Resistance to lead and zinc in the western mosq@tofistusia affinis
inhabiting contaminated Bayou Trepagnier. Ecotoxicology V1T 1https://doi.org/10.1023/A:1008851516544

123|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium

Klerks, P.L., Weis, J.S., 1987. Genetic adaptation to heavy metals in aquatic organisms: A review.
Environmental Pollution 45, 17205. https://doi.org/10.1016/0262191(87)900571

Kwok, K.W.H., Grist, E.P.M., Leung, K.M.Y., 2009. Acclimation effect and fithess cost of copper
resistance in the marine copepdijriopus japonicus Ecotoxicology and Environmental Safety 72, B5@4.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2008.03.014

Lebrun, J.D., Uher, E., Fechner, L.C., 2017. Behavioural and biochemical responses to metals tested alone
or in mixture (CdCu-Ni-Pb-Zn) in Gammarus fossarunirom a multibiomarker approach to modelling metal
mixture toxicity. Aquat Toxicol 193, 160.67. https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2017.10.018

Levinton, J.S., Suatoni, E., Wallace, W., Junkins, R., Kelaher, B., Allen, B.J., 2003. Rapid loss of
genetically based resistance to metals after the cleanup of a Superfund site. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100,
9889 9891. https://doi.org/10.1073/pnas31446100

Mackie, J.A., Levinton, J.S., Przeslawski, R., Delambert, D., Wallace, W., 2010. Loss of evolutionary
resistance by the oligochadfiennodrilus hoffmeistetio a toxic substaneeost or gene flow? Evolution 64, 152
165. https://doi.org/10.1111/j.1558546.2009.00806.x

Major, K.M., Weston, D.P., Lydy, M.J., Huff Hartz, K.E., Wellborn, G.A., Manny, A.R., Poynton, H.C.,
2020. The G119S ackemutation confers adaptive organophosphate resistance in a nontarget amphipod. Evol Appl
13, 620 635. https://doi.org/10.1111/eva.1838

Maltby, L., Crane, M., 1994. Responses @immarus puleXamphipoda, crustacea) to metalliferous
effluents: Identification of toxic components and the importance of interpopulation varigtieironmental
Pollution 84, 4552. https://doi.org/10.1016/0268191(94)900638

Medina, M.H., Correa, J.A., Barata, C., 200cro-evolution due to pollution: Possible consequences for
ecosystem responses to toxic stress. Chemosphere 67, 1221a@5
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2006.12.024

Mousseau, T., Fox, C.W., 1998he adaptive significance of maternal effects. Trends in Ecology &
Evolution 13, 408407. https://doi.org/10.1016/S01:6347(98)014724

Munkittrick, K.R., Dixon, D.G., 1988. Evidence for a maternal yolk factor associated with increased
tolerance and resistance of feral white suckatgstomus commersQnd waterborne copper. Ecotoxicology and
Environmental Safety 15] 20. https://doi.org/10.1016/014513(88)9003&8

Oziolor, E.M., De Schamphelaere, K., Matson, C.W., 2@&lutionary toxicology: Metanalysis of
evolutionary events in response to chemical stressors. [Ecotoxicology 25, 718868
https://doi.org/10.1007/s10648.6-17356

Pedrosa, J., Campos, D., Cocchiararo, B., Nowak, C., Soares, A.M.V.M., Barata, C., L. T. Pestana, J., 2017.
Evolutionary consequences of historical metal contamination for natural populati@tirohomus riparius
(Diptera: Chironomidae). Ecotoxicology 26, 5346. https://doi.org/10.1007/s106067-17845

Pellet, B., Geffard, O., Lacour, C., Kermoal, T., Gowfagncé, C., Tusseaduillemin, M.-H., 2009. A
model predicting waterborne cadmium bioaccumulatiois@mmarus pulexthe effects of dissolved organic
ligands, calcium, and temperature. Environ Toxicol Chem 28, 2434. https://doi.org/10.1892/@9

Piersma, T., Drent, J., 2003. Phenotypic flexibility and the evolution of organismal design. Trends in
Ecology & Evolution 18, 22833. https://doi.org/10.1016/S016347(03)0003&3

Plautz, S.C., Salice, C.J., 2013. Plasticity in offspring contaminant tolerance traits: developmental cadmium
exposure trumps parental effedEsotoxicology 22, 84i7/853. https://doi.org/10.1007/s106863-10767

124|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium

Sarkis, N., Geffard, O., Souchon, Y., Chandesris, A., Férréol, M., Valette, L., Alric, B., Francois, A.,
Piffady, J., Chaumot, A., Villeneuve, B., 2020w to quantify the links between bioavailable contamination in
watercourses and pressures of anthropogenic land cover, contamination sources and hydromorphology at multiple
scales? Science of The Total Environment 735, 139492. https://doi.org/10.1@b6nsc2020.139492

Schneeweiss, A., Schreiner, V.C., Liess, M., Rdder, N., Schwenk, K., Schéfer, R.B., 2023. Population
structure and insecticide responsesaimmarusspp. in agricultural and upstream forested sites of small streams.
Environ Sci Eur 35, 41. https://doi.org/10.1186/s128@3-0074 7y

Sever, H.C., Heim, J.R., Lydy, V.R., Fung, C.Y., Huff Hartz, K.E., Giroux, M.S., Andrzejczyk, N., Major,
K.M., Poynton, H.C., Lydy, M.J., 2020. Recessivity of pyrethroid resistance and limited interspecies hybridization
acrossHyalella clades supports rapid and independent origins of resist&rogron Pollut 266, 115074.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.115074

Sha, Y., Hansson, L., 2022ncestral environment determines the current reaction to ultraviolet radiation
in Daphnia magnaEvolution 76, 182011835. https://doi.org/10.1111/evo0.14555

Shahid, N., Becker, J.M., Krauss, M., Brack, W., Liess, M., 2018a. Adaptati@aminarus pulexo
agricultural insecticide contamination in streams. Science of The Total Environment 62148%.79
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.11.220

Shahid, N., Becker, J.M., Krauss, M., Brack, W., Liess, M., 2018b. Pesticide Body Burden of the
Crustacearcammarus puleas a Measure of Toxic Pressure in Agricultural Streams. Environ. Sci. Technol. 52,
7823 7832. https://doi.org/10.1021/acs.est.8b01751

Siddique, A., Liess, M., Shahid, N., Becker, J.M., 2020. Insecticides in agricultural streams exert pressure
for adaptation but impair performanceGammarus puleat regulatory acceptable concentrations. Science of The
Total Environment 722, 137750. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.137750

Siddique, A., Shahid, N., Liess, M., 2021. Multiple Stress Reduces the Advantage of Pesticide Adaptation.
Environ. Sci. Technol. 55, 151005109. https://doi.org/10.1021/acs.est.1c02669

Straub, L., Strobl, V., Neumann, P., 2020. The need for an evolutionary approach to ecotoxicology. Nat
Ecol Evol 4, 895. https://doi.org/10.1038/s41588)-11946

StuhlbacherA., Maltby, L., 1992. Cadmium resistanceGammarus pulei.). Arch. Environ. Contam.
Toxicol. 22. https://doi.org/10.1007/BF00212093

Gvar a, V., Krauss, M. , Mi chal ski, S. G. , Al tenburg
Pollution Levels in a River Explain Si#®pecific Sensitivities to Micropollutants within a Genetically
Homogeneous Population of Freshwater Amphipod8nviron. Sci. Technol. 55, 6088096.
https://doi.org/10.1021/acs.est.0c07839

Tariel, J., Plénet, S., Luquet, E., 20Z6ansgenerational plasticity of inducible defences: Combined effects
of grand parental, parent al a hW2B76chtips:#dei.ory/104002/ece3@0ine nt s .

Tsui, M.T.K., Wang, W-X., 2005. Influences of maternal exposure on the tolerance and physiological
performance of Daphnia magna under mercury stress. Environ Toxicol Chem 24, 1228.
https://doi.org/10.1897/6490R.1

Uller, T., 2008. Developmental plasticity and the evolution of parental effects. Trends in Ecology &
Evolution 23, 432438. https://doi.org/10.1016/j.tree.2008.04.005

Urien, N., Lebrun, J.D., Fechner, L.C., Uher, E., Francois, A., Quéau, H., Coquery, M., Chaumot, A,
Geffard, O., 2016. Environmental relevance of laborattesived kinetic models to predict trace metal

125|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de
exposées au cadmium

bioaccumulation in gammarids: Field experimentation at a large spatial scale (France). Water Researth 95, 330
339. https://doi.org/10.1016/j.watres.2016.03.023

Vigneron, A., Geffard, O., Coquery, M., Francois, A., Quéau, H., Chaumot, A., E/thution of
cadmium tolerance and associated costsGammarus fossarupopulation inhabiting a lovlevel contaminated
stream. Ecotoxicology 24, 1289249. https://doi.org/10.1007/s106865 1491z

Vigneron, A., Geffard, O., Quéau, H., Chaumot, A., 2016. Mothers and not genes determine inherited
differences in cadmium sensitivities within unexposed populations of the freshwater crustssaararus
fossarumEvol Appl 9, 355 366. https://doi.org/10.1111/eva.12327

Vigneron, A., Geffard, O., Quéau, H., Francois, A., Chaumot, A., 20d8genetic inheritance of increased
Cd tolerance in a fiel@&ammarus fossarumpopulation: Parental exposure steers offspring sensitivity. Aquatic
Toxicology 209, 9198. https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2019.02.001

Walsh, M.R., Whittington, D., Funkhouser, C., 2014. Thermal Transgenerational Plasticity in Natural
Populations oDaphnia Integrative and Comparative Biology 54, 8329. https://doi.org/10.1093/icb/icu078

Wattier, R., damec$anT., DCopiJleaki, M., Ollivier, A.
Pi scart, c., Gganec, K., Rewicz, T., Wy-scaepgatternsoA . , Ri g
hypekrcryptic diversity within thdreshwater model taxoBammarus fossaruifCrustacea, Amphipoda). Sci Rep
10, 16536. https://doi.org/10.1038/s4 1590737390

Weston, D.P., Poynton, H.C., Wellborn, G.A., Lydy, M.J., Blalock, B.J., Sepulveda, M.S., Colbourne, J.K.,
2013. Multiple origins of pyrethroid insecticide resistance across the species complex of a nontarget aquatic
crustacean, Hyalella azteca  Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 110, 1653B537.
https://doi.org/10.1073/pnas.1302023110

126|Page



déhistoire de vie de

Chapitre Ill : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdes ai t s
exposées au cadmium

Supplementary materials:

Figure
6.0 - @ * @ @ @ @
5.5 | 147
T 5.0 o 0 =
) 5 > 12 A
S 5 -4 s o
w o w0
w
E 40 oo = E 10
3.5 g 4
3.0 o o @
I I I I I I I I I I I I
0.1 02 03 04 05 06 07 01 02 03 04 05 086 07 01 02 03 04 05 08 07
Mean level of bioavailable Cd Mean level of bioavailable Cd Mean level of bioavailable Cd
contamination (pg.g"' dw) contamination (ug.g™ dw) contamination (pg.g' dw)

Supplementary Figure 1: Regression between the'2percentile (LT25), the median (LT50) and the"
percentile (LT75) of adults survival time (days) and the mean level of bioavailable Cd contaminaticafry
weight) of the eight study populations sites (Ardillats, Marchampt, Vernay, Rauenthal, Poye, Séran, Cre:
Vancelle and OgnonRed, yellow and green colours correspoespectivelyto Cd contaminated, intermedi

andunconaminated status of populations

A EXPOSED DURING EMBRYOGENESIS B EXPOSED DURING GAMETOGENESIS

Bxposedat | p--[ [} ’
Exposed at - } - D:I _____ 4 B

1 pglL
0.1 pg/L
Exposed at - [ ED ________ 4

0.1 pgiL
Control -~ - - - - ===
S " i o I Bl s B B S

Survival time (days)

Survival time (days)

Supplementary Figure2 : Acute Cd tolerance of neonates+ergosed during gametogenesis or embryoge!
(A) First and B) second releasarbhortsof neonates born from geniton$ the Séranpopulation pre-exposed t
Cd (0.1 or 1 pg/L)during one reproductive cycle in the laborat(sge Figure HLO). Neonates released during
first cohortafter exposurevere henceexposed only during embryogeneéfy and neonates fronthe secon
cohort only during gametogenesi®). The boxplots present the distribution of individual survival tiné
neonates exposed to 20QdyL one day after their release from maternal marsupium.
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1.2. Note n°1l: Complément a la publication n°1

Tout dseuskeorésdtats des niveaux de Cd bioaccumulés lors des encagements réalisés

dans |l es diff®rents dAnnex J1, lesrédsultaigste®domée®dee nt ® s

bi oaccumul ati on obtenus dans | es diff ®rents
le cuivre (Cu), le nickel (Ni), le plomb (Pb) et le zinc (Zn) sont présentés. Les résultats montrent
gue sur les neuf sites étudiéss concentrations bioaccumuléss Ag, Cr, Cu, Ni et Zn sont

inférieurs ou trés proches des valeurs seuils de contamiEBiAL définies parAlric et al.

(20199 pour ces ® ®ment s. Les r®sultats montrent

en Pba certaines dates sur les cing sites classés conmerraédiaires> ou «contaminés

pour le Cd.Cependant, le contraste de contaminatnrPbentre les sites contaminés et non
contaminés est beaucoup plus faible que pour le Cd en ce qui concecoadestrations
moyennes obtenues dans les différents sites au fil du temps. Comme pour le Cd, la
contamination par le Pb peut étre liée au fond géochimique local sur les roches cristallines dans

les régions du Beaujolais et des Vosges.

Les expémentations de décclimatatioront également été réalisées, en plus des adultes, chez

l es jeunes et |l es r®sultats de | 6 ®préséntés i on
danslarigurelll-1.Lor sque | 6on compare | es r®sultats
au laboratoire, on observe une baisse des temps de surwiar{lotest p-values < 0.01) chez

les populations Ardillats et Vernay aux dates testées sauf en Juin 2021 poatAfidigrank

test: p-value = 0.7). Tout comme les adultes, cette baisse des temps de survie correspond a une
perte des niveaux | es plus ®l ev®s de tol ®r
ni veaux | es plus bas | weqbseivés dana lesgapuatiens mbe s t
contaminées. Par exemple, en Décembre 20215 $8Ul des ArdiTO (apres prélevement sur

le terrain) avadrt un temps de survie moyen inférieur ou égal a 6 jours, contre 87% des Ardi

T2 (aprés 2 mois au laboratoire)pA s deux moi s dans de | deau
médian (LT50) a réduit de 7 a 4 jours pour Ardillats et Vernay. De méme, le LT75 a diminué

de 12 ° 5 jours pour |l es Ardillats et de 9
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Cd. Ces résultats viennegbrroborer le caractére non fixé de la tolérance au sein des

populationsprécédemmentue chez les adultes (voir publication n°1).
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Figure 1l -1: Evolution de la tolérance au Cd des populations de terrain au cours de leur maintien
conditions sans Cd. Les boxplots présentent la distribution des temps de survie individuels des-feoma:
aprés échantillonnage sur le terrain (TO) et afgnd@smaintien pendant 2 mois dans une eau exempte de
pour les populations Ardillats (ArliO, Ardi-T2), Vernay (VeraTO, VernT2), Marchampt (MarciT0, March
T2), Séran (Sef0, SerT2) et Cressonniére (Cre$§, Cressl2). Les jeunes ont ét&posés a 80 ug/L de
L'expérience a été menée a quatre dates différentes (un graphique par date d'échantillonnage sur le
couleurs rouge et verte correspondent respectivement au statut contaminé et non contaminé des popu
leur haitat d'origine.
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2.Modi fication des traits dobébhistoire d

Dans les travaux de Vigneron (2015) réalisés chez la population Ardillats, des résultats
préliminairesont pointéune réductiordes taux de croissance, de la taille & la puberté et de la
taille maximale atteinte par les organismes. Aipsirsuivant la démarche de généralisation,

cette deuxiéme partide travauxa voulu étudierdans un contexte environnemensaldes

modi ficati ons d e ssontobservds chezdes papudations dk éossaren v i e
naturell ement expos®es au Cd danCGettepamtedec our s
travaux a notamment été réalisée au cours du stage de MaSer 1 « n ¢ aus (Udimversilé 6 e a

Lumiere Lyon 2) de Clément Colomb

2.1. Publicationn®°2:Modi fi cati on des traits doéhi st

G. fossarumd a n s | es cour s ddeaux de t °t e de

contamination cadmigue chronique naturelle

Modification of life history traits o f Gammarus fossarunpopulations living in headwater

streams andexposed to natural chronic metal contamination

Auréline Lalouette, Davide Degli Espogiilément Colombl.aura GarnerpHervé QuéauRémiRecoura

Massaquant, Arnaud Chaumot

Article en cours de préparation

Résumé

La modification des traits d'histoire de vie, qui déterminent la dynantgpepulation {.e.
reproduction, croissance, survie), peut altérer la maniere dont les especes exploitent leurs niches
ecologiques et participent au fonctionnement global de I'écosystéme. Dans les écosystemes
aguatiques, les traits d'histoire de vie des populations pegivennfluencés par les variations

des parametres abiotiques d'habitats (température, dureté notamment) et/ou par la présence
chronique de contaminants. Cette sfien des effets long terme de la contamination chimique

sur les histoires de vie au sein de la variabilité environnementale est alors importante dans le
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cadre de I'évaluation des risques écologiques. Pourtant en milieu naturel, I'étude des effets liés

a l'exposition chronique a un contaminant et/ou a l'influence de parameétres abiotiques de

I'environnement est peu documentée. En effet, les rares étuddardhm® sujet sont réalisées

au laboratoire, avec des organismes modeles, avec des durées d'expérimentation courte en

termes de nombre de génératiemposéesAinsi, l'objectif de cette étude est d'étudchersein

de la variabilité environnementaeuneexposition long terme au cadmium (Cd) entraine une

modification des traitgl'histoire de vie chez lI'espeGammarus fossarunPour cela, nous

avons étudié un jeu dE3 populationsde G. fossarumn(lignée cryptique B)yivant dans des

petits cours d'eau de téte de bassin verdisyersé depuis le Beaujolais, les Alpes du Nord, la

Bourgogne jusgu'aux Vosgegrésentant un contraste en tesrde contamination cadmique

biodisponibledu fait de I'existence de fonds géochimiques et de variation de la dufei@ude

(contraste revalidé lors de biotests de bioaccumulation in situ au cours de I'étude). Bien qu'un

soin important ait été porté pour sélectiormpriori des cours d'eau aux caractéristiques hydro

morphologiques prochesine caractérisation fineesl caractéristique physiques d'habitat

(pente, débjtdiversité de substgt di stri buti on des -dhimigues s | ot

(conductivité, pH, température et taux d'oxygene dans I'eau)raadi@eepour décrire cette

variabilité des facteurs d'habitat autres que liés a la contamination. Pour chacune des

populations sélectionnées destribution deaille des femelleadulteset la taille maximale des

malesont été estimée grace a des relevés démographiques détaillés de la structure des

populations (structure de taille, sexage). En paralléle, la tolérance au Cd alé¢€ éur des

organismes ramenés au laboratoire. Nos résultats montrent que la contamination chesnique

le Cd influence significativement les traits d'histoire de vie chez I'espdossarunentrainant

une diminution de la tailldes femelles la puberté et de la taille médiane des femelles adultes

ainsi quela taille maximaleatteinte par les individuméalesou femelles Par ailleurs une

tolérance au Cd a été mise en évidence chez les populateriaminéesconfirmant

I'exposition chroniqgue au CdCes résultats nous aménent a discuter les mécanismes sous

tendant cette modification des traits d'histoire de vie. Diverses hypothéses peuvent étre émises,

une modification des traits d'histoire de vie liée- @i effet toxique direct du Cd; 2n co(t

dela tolérance ou-3une sélection des histoires de vie des populations exposées a la pression

toxique.
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Abstract

The question of the longerm effects of chemical contamination on life histories within
environmental variability is therefore important in the context of epcét risk assessment.
However there is limited research in natural environmanthe effects of chronic exposure to
contaminarg in regardto the confoundinginfluence of abiotic environmental parameters.
Hence the few studies that have addressedifisigehave been carried out in the laboratory,
using model organisms, with short experimentaks in terms of the number of generations
exposed. The aim of this study is therefore to investigate whethentdongexposure to
cadmium (Cd) causes charsge life-history traits in the specigsammarus fossarumvithin

the context of environmental variabilitifor that, we studied 18opulations ofG. fossarum
(cryptic lineage B), living in small headwaters rivepgesenting a contrast in terms of
bioavailable cadmium contamination due to the existencadifiérential geochemical
backgrounds and variations in water hardnéssletailed characterization of the physical
habitat (slope, flow rate, diversity of substrates, distribution of lotic facies, etc.) and physico
chemical conditions (conductivity, pH, temperature and oxygen levels in the water) was
considered to describegtbetweenrriver variability in habiat factors other thacontamination.

For each of the selected populations, the @izriberty, the median size and the maximum size
of femalesand the maximum size of males was estimated using detailed demographic surveys
of the population structure (size structure, sexing). Our results show that chronic Cd
contamination significaht influences life history traits in thes. fossarunspecies, leading to

a reduction inall size traits. In addition,tolerance to Cdwvas detectedin contaminated
populations,corfirming chronic exposure to Cd/arious hypotheses can be put forwand
explainthis modification of lifehistory traits, including a direct toxic effect of Cd, a cosCdf

tolerance or a adaptve mechanismgelection of life histor) exposed to toxic pressure.
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1- Introduction

In ecosystems, the adaptation of animal populations to environmental conditions samtslate
the covariation of life history traits with the variability of abiotic factors of their habitats
(Stearns, 1992Hence, lhe continuous and increasing natural and anthropogenic impregnation
of environments by chemical contaminati@ernhardt et al., 20173 one of the factors that

can cause changes in Hféstory traits of populations, and therefore their functioning with
ecosystent outcomes(Hoffmann and Hercus, 2000; van Straalen and Timmermans, 2002;
Straub et al., 2020Yhequestion of the longerm effects of chemical contamination on species
life histories within environmental variability is therefore important in the context of ecological
risk assessmeliMedina et al., 2007; Brady et al., 2017; Straub et al., 282@)n the agoing
erosion of biodiversityfSigmund et al., 2023)artialarly in aquatic environmeni3PBES,
2019) Multigeneratioml exposure of populations to toxic micropollutanhas been
documented tdead toreducedage and size at first reproducti@Donker et al., 1993)o a
decrease in reproductidifane et al., 2004; Kenig et al., 2013; Kimberly and Salice, 2015;
Osborne et al ., 2Qiduceddgvviptaie&enetg alt. al 2022p1
et al., 2022) feeding rategYu et al., 2016)r survivalrates(Pane et al., 2004; Yang et al.,
2020) But oneissue instudying life history traitmodificationsin the field based on a
comparative approach between natural populatigsnshat habitat conditions other than
contaminationcan act as confounding factoisdeed, some studies report for instance an
influence of temperatur@ockl, 1992; Neuparth et al., 2001; Coulaud et al., 2013; Betini et al.,
2020) conductivity(Rukke, 2002; Kestrup and Ricciardi, 20,19 (Hargeby and Petersen Jr,
1988)or salinity(Prato et al., 2008)n individual growth rates, feeding, development times or
adult size.This explains whythere is limited research on teéfects of chronic exposute
contaminantntegratingthe influence of abiotic environmental parametanspopulationsn

the natural environmenindeed, most of studies have been carried out in the laboratory, using
model organismswith short experimentatimes, and often asmall number of exposed
generationsin these laboratory studieaggravated or delayed effects on life history traits have
yetbeen documerti(e.gVogt et al ., 2007; Yu et al ., 201

al., 2021) as well axchanges linked tthe cost ofa tolerance acquisition tthe contaminant
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(e.g.Guan and Wang, 2006; Fisker et al., 2011; Vigneron et al., 201&Japtive changes in
life history traits(e.g.Maltby, 1991; Donker et al., 1993; Agra et al., 2011)

The specie&Sammarudossarums relevant in ecotoxicological studies because it is a sentinel
species used both in the laboratory and in the field to assess the toxicity of envirqKuents

et al., 2010; Chaumot et al., 2015his species is sensitive to a wide range of contaminants
and has a central place in the trophic chain since it is both detritivore and a source of food for
many species of fish, amphibians and even some {Mdsneil et al., 2007)Gammarids are

key species in aquatic ecosystems, playing a key role in the decomposition of organic matter
(Baird et al., 2007)Then, a disruption in the population dynamics of these species can be
correlated with impacts on ecosystem function. For example, studies have shown that feeding
inhibition of this speciescorrelates witha reduction iritter decompositiorrate at the river

ecosystem scalgorrow and Maltby, 2000)

Our previous works in a case study previously revealed an increased tolerance to q&itihium
in G. fossarunpopulations living in rivers naturally contaminated by geochemical sources of
this metal(Vigneron et al., 2015; Lalouette et al., 2028preover, in one of these Gdlerant
populations (population Ardillatspreliminary results have identified potential changes in
growth rates, size at puberty and in the maximum size reached by org@vigneson, 2015)

This study aims teonfirmtheseresults by consideringt a large spatial scab¢her populations
contaminated by Cd in natural contXitving in rivers presenting similar hydromorphological
characteristics to study theovariation of life history traitswith the level ofchronic Cd
exposureFor that, we studied a set populations of5. fossarunfcryptic lineage B), living

in small headwaters rivers, scattered from the Beaujolais, the Northern Aljgsjrthendyto

the Vosges, presenting a costran terms of bioavailabléd contamination due to the existence

of differentialgeochemical backgrounds and variations in water hardness (a contrast revalidated
during in situ bioaccumulation biotests during the studyore specifically, we aimed: i) to
finely characterise the environmental variables (in particularly physical habitataygethe
similarity of habitat characteristics between headwater rivers selacted) to documenby

detailed demographic surveys of population strudiiueevarialdity in size at pubertyand in
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mean andmaximum sizereached byadultsin populationsexposed or not to CGdhronic

contamination

2- Material and Methods

2.1- Selection of the thirteenG. fossarumpopulations of the study

The studyconsidered dozerpopulations ofs. fossarunfiving in rivers naturally contaminated
by Cd and presenting similar hydromorphologilcabitatcharacteristics. Hence, we selected
populationsinhabiting upstream areas of small headwater stresmmeatural or seranatural
contexts, ensuring low levels of anthropic sources of contamination or habitat altdated
on a previous study(Wattier et al., 202Q)these sites were selected becatissy shelter
G. fossarumpopulationsat high densitiebelonging to the same cryptic lineadge. fossarum

B, BIN-ACG7789.

Big city o
Uncontaminated rivers ® N
Intermediate contaminated rivers ’ \
Contaminated rivers @ ‘
Rivers —_—
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Figure 1: Location of the thirteen studie®. fossarumpopulations inCentral Eastern France. The

contamination statusf populations(green, yellow and red colours) was established following the .
biomonitoring approach (based Gammarusaging) developed to characterise bioavailable contamination
bodies in France (see results in Table 1). The inset on the bottom right shows a focus on the Beaujolais

135|Page



Chapitre 11l : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi stoire de vie de

exposées au cadmium

Tableau 1 supplies the location details of the thirteen study sitesonsider contamination

gradients, we basedurselveson previous study(Alric et al., 2019)for selecing five

populations inhabiting streams on crystalline bedrock in the Beaujolais region (Ardillats,

Vernay, Marchampt, Poye and Morcille populations), completed by four distant popuiations

the Vosges region (Vancelle, Katlen, Rauenthal and Strenbach populations), also situated on a

crystalline bedrock, and four other stream populations (Seine, Séran, Doulonne and Reigne

populations) situated osedimentary substratufrigure 1).Moreover due to the negative

influence of water hardness on thieavailability of dissolved Cd for gammari(Besse et al.,

2013; Urien et al., 2015¢xposed populations were expected likely to be located on crystalline

bedrock.

As in previous studied/igneron et al., 2015; Ciliberti et al., 2017; Alric et al., 2018¢ used
an active lwmonitoring approach to assegepulatiors dield exposure to CdBriefly, it
consists intransplanting male gammarigwaith a body size of about 11 mrfrpm a single
source populationGressonniéere populatipafter an acclimatetion period of 15 days in the
laboratory NFT90-721 standard AFNORAfter 7 days ofcagingexposure in the study sites,
bioaccumulated concentrationsroktals were measured by tiMRAE analytical laboratory
in Lyon by inductively coupled plasma triple quapole mass spectrometiCAP™ TQ ICP
MS, Thermo Electronafter microwaveassisted acidiigestion(HNOs 14M) of the samples.
The limit of quantification (LQ) was determinadcording to the NFT9Q10 standard AFNOR
for each metalsData were already available imalouette et al. (2023jor the subset of
populations Ardillats, Marchampt, Vernay, Rauenthal, Poye, Séran and Vancelle popsilation

Here, we presented the average of the different tests conducted over the years.

2.2- Measurement of hydromorphological characteristics and physicechemical

conditions of habitats

We describedhydromorphological characteristics and physibemicalwater parameters of
the selected sites. For thatjffdrent parametersrelated to habitatvere measured using

geographicamap data (distance thesource, Strahler rank, slope and land useljrectly on
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siteduring the campaign of population sampling in April 2QR&w, river width, flow facies,

mosaic ofsubstrats, pH, conductivity, dissolved oxygen, temperature, conductivity).

Thedistance to the sourcevas measured using QGIS softwéreps://www.qggis.org/fr/site/

For eachstudysite (one per river)the distance to the source was measured in kilemafter

the isolation of the main watercourse of each catchment head. tisisgme software, the

Strahler rank was determined manually from the location and hydplic network of each

site. Theland useof each catchment head was obtained by partitioning the Corine land cover
layer by the catchmenesized from the sampling sitBercentage of coverage was then

obtained foland use categoriesxdwe clusteredntothreegp ups: fnatural 0, Au
A agr i c Bihalyutheavérage slopef each site was measured on the Geoporetisite

(https://www.geoportail.gouv.fy/

A river section was determinazh siteaccording to an IBGN protocdNFT90-350 standard

AFNOR) in order to delimit thdnabitatdescriptiorandsampling are#or eachpopulation The

size of the section wabusdetermined using the average of the fider width and the size

classof t he watercourse. The full width of the
smallo, 12 if it is fAsmall and medi umo and 6
at the top of a riffle to obtain a stession of rifflewet faciesVarious variables were measured:

flow rate, full width flow facies, the diversity ofsubstrats, pH, conductivity, oxygen
concentration, andiatertemperatureThe flow was measured using transparent pole gauging

(Pike et al., 2016)The measurement was carried out by favouring velocity zones with strong
currents. Several verticals were placed alongfraight transectFor each transect, depth,
dynamic load and distance to shore were measured th&rigansparent pole aaddecameter.

Then a single value of instantaneous flow was obtained and will serve as an informative marker

of the order of magnitude of the stream clas3é® full width (FW) wasmeasured with a
telemeter For each site, 10 width measurements vperdormed(width corresponding to the

distance between two edges of a stream that have reached the water level jusoveidi@evs

the minor bed)The final value obtained is the average of the 10 measured witi#ow
facieswereschematise@long the sectianThe different percentages of facies obtained were

grouped into two groups corresponding to lotic and lentic faciesder to define thsubstrate
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of the river, 5 transects were randomly defined on the station and for each of them, the substrate
was characterised using a quadra of 0.25 m2. A diversity index was then defined using
Simpson's diversity index (SIDlFinally, thephysicochemical parameters of the watewere

measured (pH, conductivity, oxygen concentration, temperature).

2.3 Demographic census of5. fossarumpopulations

The objective was toollect around P00 adult gammarids per sife1000 males and 1000
females under a first approximation of 1:1 for the sex rategresentative of theopulation
sheltered by thaver section to establish the size structureasfults ineach population and to
derivate estimatiaof size at puberty, meadultsize and maximal size. Becaug@mmarid
densities vary between populatipuaisfferent sampling effds were conducted for each site.
The collection of5. fossarunpopulations was carried out by manual disruption of the substrate
using a surber with a 315 pm mesh size and a 0.0625 m? fldraeumberof samplesrom

each substrate was definadcording to the percentage obtained for each type of substrate got
from the characterisation previously establisigee 2.2) For exanple, the Doulonne river
showed 48% o€oarse stoned3% of fine stones, 15% of roots and 24% of litter. Thus, five
samples were taken in tloearse stones, two in litter and one in fine stones and roots. Then,
collected organisms were sieved on a sieve column consisting of a 10 mm screen and a 1.25
mm sieve (according tGoulaud et al(2014) this choice was made in order to obtain all the
adult organisms, without too many juveniles). Finally, the organisms were distributed in
bucketdfilled with river waterand transported to the laboratory in coolers and with oxygen. In

the laboratory, buckets were placed in water baths thermoregulated at 12°C and with oxygen.

In order to estimatehe size distribution of adults in the different populations, sampled
organisms were sortemithin 24 hours after there were collected. The aim of this sampling was

to isolate all the breeding females in order to obtain a distribution by population size class, and
to isolate the males of maximum size in order to obtain the tail of the distrillaytipopulation

size class. We have chosen to consider only males with maximum size because sexing

prepubescent and pubescent individualsldibave been too timeonsumingOn the contrary,
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females are easily identified by the presence of oocytes and/or the presence of embryos in the

marsupium(Geffard et al., 2010)

For each populationthe total number of sampled gammarids waanually counted
Subsequently, aninimum of 50 breeding females were randomly codldctising a sub
sampling methodl'hese femalewereidentifiedvisually by thepresencef developedvaries
in the dorsal sidand/orembryos in the marsupiunihe distribution of female sizesas used
to estimate th@5%, 50% an®5% percentile of the size tdmalesof each river siteA sorting
wasalso carried oun order to collect the largemales preent in the population sampleShe
number of malesollected per populatiosample was adjusted to collected densitigarget a
final numberof measured maleorresponihg to the 106 largest males of the populatiofhe
median size of the selected males was used as estimate of the 95% percentile of the sizes of
males within each river. &fification under binocular loupe were carried tmuensure the sex
of the males collected hiyre presence of genital papillae located ventrally at the levibleof

5th segment of the mesosoma.

Selected rale and female gammarids were then photographed under binocular loupe (Leica
Application Suite v405) at 6.3 magnification and measured manually using imageJ software.

Size measurements were taken from the base of antenna ktwithéthe metasome

2.4 Acute toxicity tests for Cd tolerance assessment

We also assessed the Cd sensitivity of male adults from the thirteen populMtionsed the
same protocol as describedlialouette et al(2023) For each population, three replicates of
15 male adult organisms (with a size of about 10 mm) @guesed to 80 pg/L of Cd in 5@0L
plastic beakersTheCd solution at 80 pg/ivas prepared in a 1 L volumetric flask using drilling
water (oxygenated and conductivity at 300 pus/cm) with the addition of 800 pL of stockisolutio
Then, beakers were kapta thermeregulated water bath at 12°C and mortality was monitoring

daily during exposure tests.
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2.5 Statistical analysis

Thedatawereprocessed with the R software (R Core Team, 20l\8d. centred and reduced
principal component analysis (PCA) were carried out to describe betweenhabitat
variation based on thenvironmental physical parameters and the physi@nical parameters.
For each PCAtwo axes were chosegccording tathe criteria of the Elbow and Kasier. We
analysed data obtained during acute toxicity tests (sensitivity to CHpphkanMeier type
survival analyses (legank test). The robustness of the size indicatoesd{am, Q25 and Q75
for females and the Q95 for maleés the sampling effort realized for each population was
assessed using a bootstrapping procediameeach population sample, 100 theoretical samples
were created by a randasampling with replacemenf the same size as the sample of observed
individual sizes, on which a median and the varjpersentilesvere then recalculatedll the

statistical analyss wereperformed witha statistical significance level of 5%

3- Results

3.1- Characterisation of field Cd chronic exposure

The results of bioaccumulation data froradysin situ cagingbiotests show a gradient of Cd
bioavailable contamination among the different selected sites. Accordicgdoette et al.
(2023) we defined a status gfopulation exposurbased orthe French national reference
values calledioavailable background assessment concentrations (BB¥fined for Cd by
Alric et al. (2019) contaminated (coloured in red)atcumulated concentratias higher than

0.3ug/g, intermediate (coloured in yellow) if the level is between 0.2 and 0.3 qugig

uncontaminatedcploured in green) if the level is less than 0.2 ug/g. Then, we considered the

Ardillats, Marchampt and Vernay populations egosed toCd, regarding concentration
accumulated by caged gammarids at 0.66 ug/g, 0.37 ug/g and 0.52gsgigtively (Table 1).
For Doulonne, Katlen, Reigne, Seine and Seran populations, we obsenausence of
bioavailable Cd contaminatiomith levels of accumulated Cd far under O2fig(Table 1) An
intermediatelevel of contaminations found in Morcille, Poye, Rauenthal and Strenbach

populationswith accumulated concentratiorenging between 0.22 and 0.29 pgfgble 1).
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Table 1 : Characterization of the bioavailabieetalcontaminatiorbetweenJuly 2015and July 2022n thesites

inhabited by thehirteenpopulations of thetudy. For each metal elementiphvailable ontaminatioris assessed

by the mean of thaccumulated concentrations in pgly weight (number of cagingampaignsn brackets)n
gammarids caged on the study sites for 7 days (organisms transplanted from the reference population of the
laboratory) Detailed protocol and determination lmbavailable backgroundssessment concentratiqBBAC)

are reportedn Besse et al. (2013) amdric et al. (2019)Red, yellow and greenolourscorrespond to Gd
contaminated populations, intermediate Cd contamination and uncontaminated, resp@etivection 3.1)

Site Ag Cd Cr Cu Ni Pb Zn
BBAC=021 BBAC=0.30 BBAC=108 BBAC=840 BBAC=118 BBAC=0.69 BBAC=78.9

Ardillats (n = 4) 0.07 0.66 0.70 59.23 0.43 0.98 58.38
Doulonne (n=1) 0.04 0.16 0.58 74.3 0.63 <LQ 64.8
Katlen (n = 1) 0.07 0.09 0.36 69.2 0.79 <LQ 55.8
Marchampt (n = 4) 0.07 0.39 0.59 65.28 0.47 0.87 56.80
Morcille (n = 2) 0.07 1.85 78.70 1.34 1.66 65.10
Poye (n = 2) 0.05 0.79 63.00 0.43 0.94 55.10
Rauenthal (n = 2) 0.13 0.45 60.70 1.66 1.27 51.50
Reigne (n = 1) 0.09 0.15 0.49 74.5 0.66 1.19 70.9
Seine (n = 1) 0.04 0.08 0.36 64 0.41 <LQ 67.7
Seran (n = 3) 0.06 0.08 0.51 66.73 0.46 0.23 59.50
Strenbach (n = 1) 0.05 0.16 50.4 0.3 0.27 104

Vancelle (n = 2) 0.02 0.07 0.33 56.10 0.37 0.27 49.90
Vernay (n =3) 0.06 0.52 0.56 61.47 0.37 1.07 54.83

Regarding acute Cd sensitivity tests (Figure 2),Cd-contaminated and CGidtermediate
populations presers significant higher tolerance compared to reference popuafiogrank

test: pvalues < 0.03xcept for Strenbach and Rau®iltpopulations which doot present
significanthighersurvival times thanthe Séran population (le@nk test: pvalue = 0.09 and
0.1). Hence, toleranceesultsreinforce the statement that a gradientlfonic Cd exposure

affectthe populations of the study.
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Figure 2 : Cd-tolerance of thirteen field populations assessed through the distribution of individual surviv
of male adults exposed to 80 ug/L of Cd in the laboratory, one day after their collection in the field. Ret
and green colours correspondd contaminated, intermediate and uncontaminated status of populations)

3.2

Characterisation of the physical and physicochemical characteristics of habitats of

the thirteen rivers

The first PCA revealed great homogeneity in thnysicalhabitatcharacteristicsf ten rivers

amongthe 13 studyrivers belonging to differengeographicabreasand independentnothe

contamination status (Figure 3). These ten rivers correspond to small rivers in natural

environment (Strahlerank of 1 or 2, full width bellow 7 meters with local land use occupied

by more than 70% of natural areas), close to the source (less than 6 kilometers), with a high

percentage of lotic facies (more than 78%) and substrate diversity (Simpson indexigié) h

than 0.6) Annexe ®, Supplementary Figure) 1Three uncontaminated rivers diverge from the

group, the Séran, the Reigne and the Seine river. The Séran and the Reigne rivers are quite

larger rivers (Strahler rank 4, full width over 10 meters) with poor substrate diversity (SIDI

equal to 0.32 and 04 respectively)Annexe B). The Seine river is characterised by a greater

proportion of lentic facies, compared with others rivéusnexe O, Supplementaryigure .
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Figure 3: (A) Correlation circleof principal component analysis on physical environmental parameters
thirteenstudysites (DisSo: Distance to sourddyV: Full width; Strahler: Strahler rank; Flow: Flow rate; S
substrate diversity inde)xSlope; Natural: Natural area; Lotic: Lotic facies) aBd position of populations
relation to the physical environmental parameters. Red, yellow and green colours correspond respecti
contaminated, intermediate and uncontaminated status of popul@ten3.1).

Regardingphysicechemicalwater parametergFigure 4, the Vancelle population appeared
quite different from other rivers, but this was only explained by a lowgsto@centration
(85mg/ L) . However, this value conforms to
environmental quality standarSEQEad. The other notable point is the variability in
conductivity, with two rivers presenting a higbnductivity compared to the others: the Seine
with 290 pusém and the Séran with 373 @gsh (Annexe TL0), bothlocated in sedimentary
geological areaslhis result is nosurprising since conductivity can be considered as a proxy
of water hardness in headwater rivers located in natural context. In addition, elqueeated

from the selection of rivers in either crystallibedrocksversussedimentary and from the

de

negative influence of water hardness on Cd bioaccumulation, the three exposed populations are

among rivers with low levels of conductivit$ipplementary Figure)2
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Figure 4 : (A) Correlation circleof principal component analysis on physitleemical parameters of the thirti
study sites (pH; oxygene; Conduc: conductivity) ar) position of populations in relation to thghysico
chemicalparameters. Red, yellow and green colours correspond respectively to Cd contaminated, int
and uncontaminated status of populati(see 3.1).

3.3 Cd-exposure impacs the sizedistribution of G. fossarumpopulations

We estimated the sizdistribution of females (Figure 5) and the maximal size of male
gammarids §sing the95" percentile as indicator) for each populat{@igure 6).The results

show thatfemales (Figure 5) fronthe three contaminated populations present significant
smaller median sizes than females from intermediate contaminated popyBtiatentest:p-
values< 2.10°%) and uncontaminated populatiof@udent test: alues< 6.10%). We observed
50%, 34% and 49% of female with a size inferior or equal at 6.50 mm respectively for Ardillats,
Marchampt and Vernay populations, whereas this propoviias lesshan 15%for the six
uncontaminatecpopulations Annexe TL1). Females fromRauenthal, Poye, Morcille and
Strenbach populations, which experience intermediate levels of Cd exposure present
intermediate distribution of size with a larger percentage of female with size inferior ati®.50
(between 12% and 19%nnexe TL1) thanuncontaminated populationBhe resultsherefore
reveal an overalhegativecorrelation between the level of bioavailable Cd contamination and
the size of females, either in terne$ Q25, Q50 or Q95 Spearnan-correlation test. p

values< 102 ; Sumplementary Figure)2
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Figure 5 : Size distribution of breeding femal@sm) in thethirteen studyThe three dashed segments repre
the Q25, Q50 and Q95 of the size distribution of each populdies, yellow and green colours correspond t
contaminated, intermediate and uncontaminated status of populations (see 3.1).

We then focused on the maximal sreached by males within each population, based on the
estimation the 95 percentile of male adult siziistribution (Figure 6). Malgammarids from
Ardillats, Marchampt and Vernay populations present a signifeaailer maximal size than
intermediate contaminated and uncontaminated populattsignt test: walues < 0.01)
except for Marchampt with Reigne, Morcille and Poye populatior&tudent test: p
values>0.1) (Figure 6)For Strenbach and Rauenthal populatjahe95th percentilef male
sizeis not different from the distribution for Katlen populati@tydent test: yvalue = 0.06 and
0.21). Similarly, Poye population is also not different from Reigne populaditudént testp-
value = 0.07).Finally, a positive correlatiorexistsbetween the level of Cd contamination in
the different sites and the ®5percentile of male sizes (Speamancorrelation test: p

value= 2.10%, Figure 6).
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Figure 6 : Correlation between the maximal size of male adults (estimate by*pe@&ntile of size distributio
and the level of Cd exposure of populations (mean Cd concentration accumulateldyygaed gammarid
Red, yellowand green colours correspond to Cd contaminated, intermediate and uncontaminated
populations (see 3.1).

3.4 Analysis of the effectof water conductivity

We investigatedthe potential confoundingnfluence ofwater conductivity in the observed
effect of population Cd exposure on the size distributiggaaimarids (Figure 7)Ve observed
noeffect of conductivityn the distribution of size betweé@maleJANCOVA: p-value = 0.09)
or males ANCOVA: p-value = 0.19)from uncontaminated populationsor example for
femalesthere is no difference in the distribution of sigéilcoxon-test p-value = 0.2) between
Katlen and Doulonne populatiswhich presented different conductiviti€f01 and 17%us/cm,
respective}l). Moreover, the conductivitydoes not explain the size differential between
uncontaminated and contaminated populatismee we observe a significant difference
betweersizedistributions ofArdillats and Katlen population$\(ilcoxon-test:p-value =10¥)
whichexperiencgéhe same conductivity (1Qis/cn Annexe TLO). Similarly, a conductivity of
67 us/cm and 69 us/cm is found for Vernay and Poye populatidnsexe TLO) which also

present a significant difference in the distribution of §i¥écoxon-test:p-value =3.107).
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4- Discussion

There is limited research on the ecological effects of chronic exposure to contanmnant
field populations. Amajorissue in the rare studies that examined the divergence of life history
traits in the field is that they mainly retyn paired comparisons of populatigieentaminated
vs uncontaminated) and thus dot fully overcome the potential confounding influence of
environmental factorether than contaminatio(Feckler et al., 2012; Oziolor et al., 2020;
RomereBlanco and Alonso, 20220 address this issubere we considered a dozen®f
fossarumpopulations sheltered by rivedsstributedin a large regiorscale and presenting
homogeneous physiathemicals and habitat parameters, with various leveloafhilable Cd
contamination. Indeed, based on our analyses of habitat conditions, we identified ten
populations in small headwaters rivers in natural context, characterised by a high proportion of
lotic facies and substrate diversity. The habitats of thdel&ional uncontaminatgubpulations,
the Seine, Séran, and Reigne populatiovese quite different compared to the other rivers,
with a higher proportion of lentic facies for the former one, or bigger river size and lower
substrate diversity for the two latter. Moreover, the Séran and the Seine rivers present higher
levels of wateconductivity. Overall, we observedatexposed populations were found among

the set of rivers with lowest conductivitieBhis observation was expectdxbcausat is well
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known thatwater hardnessfluences the bioavailability of heavy metaspecially CdLebrun
et al., 2011; Urien et al., 2015)nd variations in water conductivity are mainly explained by
variations in water hardness in the natural context, where we selected pupulations.
Among the 13 sites, we observed that Cd expdsags to a overallreduction in the sizeof
adult organisms both for males and femaled/e thus inspected the potential confounding
influence of conductivityn the covariation between size and Cd expoSmrmae studieshdeed
documentedhat a lower concentration of calcium leads to a strongly reduced gudwth
gammarids due tthe use of calcium by gammarids to carry out their mesfpecially during
growth(Rukke, 2002; Rollin et al., 2018)hus, a low conductivity could lead to a decrease in
the average size of organisnBut hereis no difference between the maximal size of males
and/or the size distribution of females living in uncontaminated rivers with different
conductivities ¢.g.KatlenvsDoulonne or Reigne populations with respectively a conductivity
of 101uS/cm, 175uS/cm and 167S/cm). Furthermorethe two populationsKatlen and

Vancelle live in similar water conductivity ¢100uS/cm) as the Ardillats population

(contaminated)Hence, we concluded that the reduced adult sizes in Cd exposed populations

are not explained by the lowater hardness of contaminated rivers.

de

Faced with Cd exposure, we thus observed that females from contaminated sites presented

a shift towards smaller size classies their size distribution, compared to those from
uncontaminategbopulations.These populations present indeed a density peak in female size
classes around ®&m while for uncontaminated populations it is arountrB. The size at
puberty 4s0 appear$o be reduced, with for instance a shift frors Bim to 55 mm for the 5"
percentile of femal esd Bberisalsodack df largdfemales o n .
which can be illustrated by the %5percentile of observed size®f only 7.3mm for
contaminated populations, whereagdhgesbetween 7.9 and 9r&m for uncontaminated
populations.We found the same results with lower maximal sizes reached by males in
contaminated populationSeveral studies are in accordance witksdlresults Theysuggest

that an exposureanimpact some life history traits with reduction in adult size after multi
generation exposure to heavy metaltaboratory was reported for exampleDaphnia pulex

(Chen et al., 2016Paphniamagna(Muyssen and Janssen, 20@aenorhabditis elegan¥u
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et al., 2016)r in Chironomius ripariugBeaudouin et al., 2012This also agrees with field
studies, which report a reduction of size in field populations of terrestrial invertebrates exposed
to metallic pollution, such as isopofl3onker et al., 1993; Jones and Hopkin, 1998; Ghemari
et al., 2019)r arachnidqEraly et al., 2011)In our study weshowed that theontaminated
populatiors had a higher number of small breeding females than uth@ntaminated
populations, which could be a sign of early maturity. @t a smaller size) in this population
compared with the other populationgariation in female size at puberty $halready been
documented iDaphnia longispinaafter an exposure to Cd yartins et al.(2017)who put
forwardthe hypothesis addreduced energy acquisitioelated to decreasing feeding rates. This
hypothesis of reduced feeding rate shouldliseardedn our case if we refer on the situ
measurement of feeding rate in the Ardillats population previously reported in the study of

Vigneron et al(2015)

Ourresultshencdead us to discuss tip®pulationmechanismexplainingthe modification
of adult size distribution in populations & fossaruniong term exposed to Céirstly, the
modification of life history traits can be directly linked to tieonictoxic effects of Cd. In our
case, we can hypothesize that iBgad growth or survival of gammarids and thus, lead to
earliersize atpubertyor drop in maximal size reached by adultsthe study oBighiu et al.
(2017) an inhibition of growth and reproduction was observed in shagodoxus fluviatilis
encaged in contaminated environments by copper and zinc. Simiiwdyg et al. (2023)
concluded that the growth retardation observddyiphantria cunedarvae is a consequence of
Cd toxicity which leads to disturbances in food utilization and in energy metab#lisecond
hypothesis could be a modification of growth rates or adult sutuikad to a cost of tolerance.
Confirming our previous studyLalouette et al., 2023we showed heragainwith a new
sampling campaign and additional populatitmsdevelopment ofnincreased Cd tolerance
in relation to thenaturalexposure os. fossarunpopulationdo this metalThechanges in life
history traits herelower sizes of females and malesyuld then beexplained by reallocation
of energy (.e. normally allocated to reproduction or growtio the mechanisms that enable
toleranceg(Xie and Klerks, 2004)Such fitness costs of tolerangere alreadyllustrated in the

crustacearspeciesDaphnia magnavhere tolerant organisms to Cd present a lower size and
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reproduction than sensitive organisf@hen et al., 2016)Similarly, in Daphnia longispina

clones exposed to copper, it was observed that tolerant individuals reproduced 3 days earlier,

grew 20% faster and produced 3 more offspring per day thatofemant individuals of the

same specig#\gra et al., 2011)Other studies have also shown similar results, such as decrease

in feeding ratgYu et al., 2016; Dong et al., 2028hd/orgrowth rate(Pane et al., 2004; Guan

and Wang, 2006b; Yu et al., 20168maller size at puberffrisker et al., 2011; Martins et al.,

2017)and reduced fertility (number of embryos per fem@B)an and Wang, 2006b; Yu et al.,

2016; Martins et al., 2017RAs a last alternative hypothesis, the modifications ofHittory

traits could havean adptive value and be the result of theatural selectiorof life history

(Posthuma and Van Straalen, 1993)is type of modification in response to chemical stress

through lifehistory adaptation has, for example, been proposed for the terrestrial isopod

Porcellio scabeby Donker et al. (1993and the aquatic isopolisellus aquaticuby Maltby

(1991)in a metalcontaminated environmenih such situationghe reduction of size at puberty

theearlierinvestment in reproduction isterpretedas an adaptation shorter lifespamduced

by toxic pressure

The specie$s. fossarumis a keystone species in natural environn{&noinz et al., 2010;
Chaumot et al., 2015Yhen, the changing in the life history traits in natural populations of this
species observed in this study can modify the way in which species exploiedbkigical
niches and participate in the overall functioning of the ecosystem, thereby affecting key
ecosystem functionflgrgensen et al.,, 2007; Medina et al., 200atever the underlying
mechanisms are, the reduction in body size of populations observed here in an environmental
context exemplifies the need to integrate the evolutionary consequences-taertorexposure
to contamination into the evaluation of ecological risk assessment of chefmajensen et
al., 2007; Medina et al., 2007yhe lower size of gammarids could resuta significant
reduction in food resources for predat@ammarids aralsoinvolved inrecycling of organic
material in streanplaying a key role in the incorporation of terrestrial orgamgerial(Maltby
and Crane, 1994As a first quantitative assessment, a reductionrafriof body sizes .
fossarumpopulationshould result in a 15% reduction of litter decomposition rate, if we refer

to the model developed by Coulaud et al (2011).
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5- Conclusion

Results of this study originally document a major influence of -kengn exposure to Cd
exposure on the life history of an ecologically relevant aquspecies in natural context.
ChronicCd exposure o6. fossarunpopulations result in an overall reduction the body size of
adults and more specifically in size at puberty and maximum size. This conclusion was
established thanks to a detaildthracterisation of stream habitat of a large set of populations,
enabling to exclude potential confounding effeatsother abiotic factors unrelated to Cd
contaminationThese results call now for complementary investigations to establish whether
this modification of population sizeistributionis related to evolutionary process related to
either a cost of toxicological tolerance or an adaptation of life history of populations exposed

to toxic pressure.
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Supplementary materials:

Supplementary Figure 1: Characterization

thirteen study sites.
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each sites.
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2.2. Note n°2: Compléments a la publication n°2

Cette note vient en complément des résultks distributions de tailles des femelles en
reproduction et de la taille maximale des méles obtenus dans la partie précédente. Les résultats
présentés eilessous ont été acquis lors des différentes campagnes de prélevement (entre février
2021 et avril 202 ) men®es au cours de ces travaux dt
modi fication des traits doéhistoir €dclieedeyi e pa
populations naturelles, la consommatiormaintaire, lafécondité( nombr e dbéembr yo
fonction de la taille des femelles) et la croissance ont été nessapées prélévemeitt situ.

Les différents protocoles sont détaillés d@nShapitre Ilde ce manuscrit.

La Figure IIl-2 présente la consommation alimentaiteez les males adultes obtenus apres
prélevemenin situ. Les résultats montrent une consommation alimentaire significativement
inférieure pour la population Ardillats en février 2021 et en @31 comparé a la population
Cressonniéere (Studetst: p-values < 0.03). Ces résultatseraienten accord avec ceux de

Vigneron et al(2015)ou une diminution de la consommation alimenthirer s doun r et c
eau nhon contaminéee été rapportchezcette méme populatioris-avis de trois populations

de référence. Cependant, nos résultats ne montrent aucune différence entre les populations
Ardillats et SérarifStudenitest: p-values > 0.05), nientre la population Marchampt et les deux
populations de référencaix dates testte€es r ®sul tats viennent don
que les tailles réduites observéesitu dans les populations Btaminées sont liées avec une

réduction de la prise alimentaire.

- Février 2021 Avril 2021 Décembre 2021
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Figure Il -2 : Consommation alimentaire chez les méales apres prélevéemsitt. Les couleurs rouge et ve
correspondent au statut des populations contaminées et non contaminées par le Cd.
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La fécondité des femellggélevées sur les terrains au seé@s populations Ardillats, Vernay,

Mar champt , Vancell e, Do ul on naégaemenit@evduée n

par |l e compt age dadhez des femellegravidésdentdillesyvarigées. s
résultats sont présentés daag-igure 11I-3. Toutd 6 a ban rettquve une relation positive
entre la taille et la féconditgour chacune des populatio®NCOVA : p-value = 2.1069),
comme cela a déja pu étre démontré chez le gammare notamme€oufsrd et al(2014) et
Vigneron (2015) Les résultats obtenus chies sixpopulationsmontretqu e | 6 o n
significatif delac ont ami nati on au

S sur l e nombreavdée mhny caroanbr e

e

a

déembryons

de

(car

un

Cd (AN€OMAapvplweFE@d.l0at i on

Vi

important chez les populations contaminées pour une méme taille individuelle. Ce résultat irait

donc dans | e sens doun investissement
exposees.
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Figure Ill -3 : Fécondité des femelles prélevéesitul or s

de

a

campagne

doda

verte correspondent au statut des populations contaminées et non contaminées par le Cd. La droite roug
la droite de régression des populations contaminées et la verte celle des papotatioontaminées.
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Enfin, des résultats ont également été acquis pour la mesure des tanisstnceKigure 1l
4) . Lors doéun onwbserve urseiifédrenc sigmificatise, entrées taux de
croissance des jeunes issus des populations contaminées et teonimées (ANOVA p-
value= 5.10°%). En effet les gains de croissance sont relativenpdms faibles pour k& deux
populations contaminéggr rapport a la population Cressonni€es résultats soen accord

avec ceux précédemment obtenus par Coulaud (2012) et Vigneron (2015).

Février 2021
5.5 -
5 - )
g 45 +0.93 / +0.84 +1.35
Py
K . +0.59 +0.48 T 4073
354
3
| T T
Ardi March Cress

Figure Il -4 : Taux de croissance au laboratoire effectué chez des jeunes aprés le prélévement des |
Ardillats, Marchampt et Cressonniére de Février 2021. Pour chaque population, le premier point représel
moyennet | 6 ®type (nim) des individus a t0, le deuxiéme point la taille moyenhed ®type (mm) de
individus aprés 1 mois et le troisieme point la moyenhed ®type (mm) des individus aprés 2 moigslvaleur
correspondent a la moyenne (mm) des croissances individuelles mesuwréesalu test calculées en soustra

la taille moyenne a tO.

LO6®t ude d eatioh aimentaire,sde lenfécondité des femelleduetaux de croissance

au sein de populations naturelles montrent
m° me statut de contamination ainsi gav@une di
des populations de référen€@n observe notamment une tendance a la dimintuion des taux de

croissance et un inverssissement accru dans la reproduction.
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2.3. Noten®°3: Vari abilit® des trai ts dOohi stoire

propre au laboratoire

A la suite des résultats obtenus en sortie de terrain chez des populations naturelles vivant dans
des milieux contaminés et non contaminés par le Cd, une expérimentation réalisée en octobre
2022 a visé a récolter deux populations contaminées (Ardillatsreay)eet deux populations

non contaminées (Séran et Doulonne), a les garder en eau propre au laboratoire durant 6 mois
(commongar den) pour ®valwuer si | 6®cart dans | es
lien avec la contamination cadmique, rmaintient quand les populations se développans

cadmium. 6 mois correspord temps estimé pour passer du stade nouvéaua puberté. Le

protocole est détaillé dans Ghapitre llde ce manuscr it . Pour rappe
proviennent les individus testés correspanct aquariums dans lesquels ont été répartis les

adultes fra " chement p°ch®s au cours de | a ca

La taille des femelles (femelles corresponc
reproduction a été mesurée chez trente femelles prises aléatoirement pour chacune des
populations (en forcant le tri sur les plus petites) et les résultats sont @sédanda Figure

[I1-5. Comme en sortie de terrain (voir Publication n°2), on retrouve une taille signéinant

inférieure chez les femelles des milieux contaminés par rapport aux femelles venant des milieux

de référence Rairwise Wilcoxon-test: p-values < 1.10°). Ces résultats nous permettant
déexclure | 6hypoth se dbéun effet toxique dir
au sein depopulationsnsituu car aucun retour © |l a nor mal e
la pression toxique. Cependant, les taux de croissance des jeunes provenant de ces quatre
populations sont similaires entre eux (AM® : p-value = 0.52)Figure III-6), allant de 0.82

mm pour la population Séran a 1.44 mm pour la popul&tidillats. Globalement, ces ndgats

nous permettent de supposer doune adaptati

structures de tailles (taille a la puberté, taille médiane et taille maximale atteinte).

160|Page



Chapitre Ill : Etude de la variabilité de la sensibilité ettdles ai t s dohi st oire de

Vi

exposées au cadmium

10

(=]

Taille (mm)
|
1

-
|

I T T I
Ardi Vernay Doulonne Séran

Figure Il -5: Taille des femelles (F1) en reproduction (n = 30) aprés 6 mois de maintien au labor:
condition propre (exempte de Cd). Les couleurs rouge et verte correspondent au statut des p
respectivement contaminé et non contaminé par le Cd

Figure 1l -6 : Taux de croissance aprés 6 mois au laboratoire. Pour chaque population, le premier point |
la taille mobypeanemiN) | éd®sarndi vi dus =~ t 0, FHype (chre
des individus aprés 15 jours etletroishe poi nt | a -type gmehdesandifidus aprésc3a jouts.
valeurs correspondent a la moyenne (mm) des croissances individuelles mesurées au cours du test
soustrayant la taille moyenne a t0.
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