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Avant Propos

Cette synthese servira de base a la réflexion et a 1’¢laboration d’un projet de recherche
dont I’objectif sera de rechercher les effets des polluants chimiques sur les organismes marins
en milieu naturel au niveau de la population. Il fait suite aux travaux du laboratoire
d’écotoxicologie en génotoxicologie au niveau individuel. Ce rapport rappelle les
connaissances de base en génétique des populations et présente quelques études réalisées en
France et au niveau international sur les modifications de la diversité génétique et 1’adaptation

des populations d’espéces aquatiques en milieu anthropisé.
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1. Problématique générale

Depuis 30 ans la communauté scientifique et les agences d’états accumulent des
connaissances sur les effets a long terme des stress environnementaux sur la santé humaine et
les écosysteémes. Les changements au niveau de la diversité biologique des populations
naturelles, conséquence des activités anthropiques, ont été plus rapides au cours des cinquante
derniéres années qu’a toute autre période de [I’histoire de I’humanité. Les facteurs de
changements qui sont responsables de 1’appauvrissement de la biodiversité sont constants ou
s’intensifient. La transformation des habitats (occupation des sols, modification physique des
rivieres ou prélévement de leurs eaux), I’appauvrissement des récifs coralliens, la dégradation
des fonds marins par la péche au chalut de fond, les changements climatiques, les espéces
exotiques envahissantes, la surexploitation des espéces et la pollution sont les facteurs les plus
importants de I’appauvrissement de la diversité biologique et de la variabilité¢ génétique des
populations naturelles ou de I’extinction de certaines espéces (Vituosek et al., 1997).

Parmi les facteurs responsables ou liés étroitement aux modifications des écosystémes
marins et estuariens, nous parlerons ici des contaminants chimiques. Plusieurs classes de
contaminants potentiellement toxiques présentent de fortes concentrations en mer et dans les
estuaires. Parmi ces contaminants inquiétants on peut citer: certains pesticides organochlorés,
les polychlorobiphényles coplanaires (cPCBs), les diphényléthers polychlorés (PBDEs), les
polychloro-p-dibenzodioxines et furanes (PCDD/F), les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAPs) et certains métaux lourds (Cd, Pb, Hg). Des outils d'évaluation des effets
de ces substances, appelés biomarqueurs, ont ét¢ développés depuis une trentaine d’années. Il
s'agit de réponses biologiques indiquant l'exposition ou les effets d'un contaminant dans un
organisme. La plupart des biomarqueurs couramment employés, ainsi que ceux en
développement, sont des réponses d'intégration biologique au niveau individuel. On peut citer
les études de mutagenése: des effets directs sur le matériel génétique, tels les mutations et les
dommages primaires de I’ADN, sont observés chez les organismes marins en milieu contaminé.
Ces observations, limitées a 1’échelle de I’individu, ne renseignent pas sur les effets a long
terme tel que le maintien de la population ou de I’écosysteme. Certains auteurs au début des
années 2000 ont insisté pour que les recherches aient pour objectif « la compréhension des
relations entre les différents niveaux d’organisation biologique » (ex. Adams et al., 2001).

Un nombre limité d’approches existent pour évaluer les effets des contaminants
chimiques sur les populations. Il s’agit de monitoring de populations sur le terrain, de
mod¢élisation de la dynamique des populations et de génétique des populations. Le monitoring
des populations continue a étre préféré bien qu’il fournisse des estimations trés empiriques sur
les effets des contaminants. Les modéles de dynamiques des populations sont de plus en plus
utilisés, ils trouvent des applications essentiellement en analyse de risque et, la génétique des
populations fournie des informations sur les changements du pool génétique de la population.
Ces informations sont le reflet de processus non décelables dans I’approche individuelle. Ces
processus ont ét¢ nommés « effets indirects » ou « effets émergents » (Bickham & Smolen,
1994 ; Belfiore & Anderson,1998a-b). Ils sont le résultat de survie différentielle, de 1’état de
santé et du taux de reproduction des individus, se traduisant a terme par des différences de
fitness et une réduction de la taille de la population. Quelques études de terrain montrent des
modifications de la diversité génétique associée a un bottleneck (réduction de la taille de la
population), des altérations des caracteres de traits de vie ou fitness (croissance et reproduction
diminuées), de dérive génétique et d’adaptation génétique par la sélection de génotypes
tolérants (revue par Belfiore & Anderson, 2001).

La toxicologie évolutive est une approche de choix pour rechercher les effets des
contaminants sur les populations. Les modifications de la diversité et de la structure génétique
des populations peuvent rendre compte d’effets a long terme de la contamination chimique de
I’environnement, cependant il faut rester vigilant car d’autres facteurs peuvent étre impliqués.
Le défi est de pouvoir faire la distinction entre les facteurs stochastiques et anthropiques.
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2. Conséquences écologiques des effets genotoxiques:
intéréts de la toxicologie évolutive

2.1. Effets génotoxiques au niveau individuel

L’IFREMER s’est engagé dans la recherche d’effets mutagénes au début des années 90.
C’est un axe de recherche en écotoxicologie pour répondre aux problémes que posent la
présence dans I’environnement marin de nombreuses molécules classées mutagénes ou
cancérigénes pour I’homme ou I’animal de laboratoire. Ces recherches sont rendues difficiles si
on privilégie I’approche terrain, 1’approche expérimentale étant plus adaptée. Parmi les
propositions faites en 1992 a I’¢laboration du projet, c’est I’approche terrain qui avait été
retenue. Pour cela nous avons développé 1’épidémiologie moléculaire du cancer pour deux
espéces de poissons, le flet et le dragonet, afin d’évaluer la population atteinte de néoplasies et
de valider les biomarqueurs de mutagénése développés au laboratoire d’écotoxicologie (génes
ras et p53). Les résultats obtenus sont les suivants : les mutations du géne ras dans deux
hyperplasies hépatiques de dragonet dans I’estuaire de la Seine sont corrélées a la
bioaccumulation des PCB les plus toxiques et aux taux d’adduits & I’ADN dans le foie, adduits
probablement liés aux HAP (Vincent ef al., 1998). Chez le flet, le géne p53 est muté dans une
hyperplasie (flet de Mer Baltique) mais aucune mutation n’a été observée sur le géne ras2
(Cachot et al., 1999; Vincent-Hubert, 2000).

* En comparant nos résultats a ceux de la littérature, on constate que le nombre de
tumeurs disponibles et analysées jusqu’a ce jour chez les poissons marins, quelque
soit I’espece, est limité. Il est donc prématuré d’envisager que les mutations sur les
génes Ki-ras et p53 soient dépendantes de [’espéce ou de mutagénes de
I’environnement. Cependant, les résultats obtenus sont prometteurs quant a
I’intérét de ras et p53 comme marqueur précoce de cancérogeneése.

» 1l faut souligner que la faible fréquence de préncoplasies et 1’absence de néoplasie
sont observées dans un échantillonnage : cette fréquence observée ne refléte pas
forcément la fréquence réelle de tumeurs. Comparées aux fréquences réelles de
néoplasies hépatiques de la population humaine, les fréquences réelles de
néoplasies hépatiques dans la population de poissons marins est probablement loin
d’étre négligeable. Pour cette raison, il conviendrait de continuer le suivi des
pathologies tumorales.

» L’approche biomarqueur renseigne sur les altérations génotoxiques survenant dans
quelques cellules et pour seulement quelques individus; en conséquence ces
observations n’apporte pas de signification quant a 1’impact de contaminants
génotoxiques sur la population ou 1’écosystéme.

» Etant donné la difficulté a mettre en évidence des effets mutagénes lors d’études
de terrain, la plupart des travaux en cours sont axés sur la recherche d’effets
génotoxiques précoces et sur la caractérisation du potentiel génotoxique et
mutagéne de I’environnement. Le travail que nous avons réalisé dans le
Programme Seine Aval en 1998 a montré le caractére mutagéne (test d’Ames) et
génotoxique (test cométe) de ’eau dans la partic amont de 1’estuaire de la Seine.
Ce protocole développé pour la premiére fois dans un estuaire frangais présente un
intérét évident dans les études environnementales. Puisque I’environnement
présente un caractére mutageéne, ces résultats soulignent encore une fois les limites
des études de terrain dans 1’étude épidémiologique.

* D’autres effets, autres que génotoxiques, sont a prendre en compte en
écotoxicologie: I’immunotoxicité et la reprotoxicité. Le premier est en lien direct
avec les pathologies des espéces sauvages, phénomeénes que nous avons observés
dans I’estuaire de la Seine chez le flet (Burgeot ef al., 1999). Le deuxiéme est
important pour le maintien des populations, mais difficile a observer dans les
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¢tudes de terrain, a moins d’étre en situation de pollution accidentelle ou face a des
toxiques spécifiques en condition expérimentale (biocides ou perturbateurs
endocriniens par exemple).

* Les travaux de recherches effectués au niveau international montrent que les effets
génotoxiques des polluants sont différents chez les vertébrés et chez les
invertébrés marins. Chez les invertébrés marins, la formation d’adduits est moins
fréquente et la fréquence de néoplasies est en général faible. Depledge (1998)
considére que des manifestations phénotypiques autres que les néoplasies sont
probablement plus inquiétantes. C’est le cas du «syndrome de la maladie
génotoxique» décrit par Kurelec (1993), qui se caractérise par des désordres
enzymatiques associés a des altérations physiologiques graves (inhibition de
croissance, immunodéficience, diminution de fécondité, vieillissement prématuré).
Ces effets, semblables a ceux observés lors de cytotoxicité directe d’agents
chimiques, vont perturber fortement le maintien des populations d’invertébrés.

2.2. Intéréts de la toxicologie évolutive

On sait depuis longtemps que I’apparition de populations résistantes sur des sites
contaminés est le résultat de pressions sélectives qui favorisent certains génotypes plus que
d’autres. Il s’agit 1a d’un mécanisme important par lequel la constitution génétique d’une
espéce peut étre modifiée; cette thématique a 1’origine propre a la génétique des populations,
rentre dans le domaine de la toxicologie évolutive (écotoxicologie génétique ou
écogénotoxicologie).

D’autre part, on sait que des modifications de 1’hétérozygotic des populations de
végétaux et d’animaux peuvent étre liées a des stress environnementaux. Les conséquences
écologiques a long terme ne sont pas connues mais la diminution de diversité génétique peut
conduire a une diminution de la fitness (Figure 1), une augmentation de la consanguinité et en
théorie seulement, a I’extinction de I’espéce (Lynch et al., 1995; Bickham et al., 2000).

Certains auteurs suggérent que I’apparition de mutations est une conséquence de
I’exposition aux contaminants. IlIs spéculent sur les effets a long terme de ce fardeau de
mutations (Kondrashov, 1995). Cependant il n’existe pas de démonstration allant dans ce sens,
a I’exception peut-€tre des populations de petite taille (Lynch ef al., 1995).

Depuis la fin des années 90, les recherches se recentrent sur 1’étude des paramétres de
fitness et des génotypes. C’est une préoccupation majeure au niveau international des
écotoxicologues qui rejoint celles des écologistes pour le maintien a long terme de la santé des
écosystemes. Les objectifs du millénaire pour le développement sont fixés a 2015. L'objectif de
2010 consiste a réduire la perte de diversité biologique. Des efforts sans précédent seraient
nécessaires pour réaliser, d'ici 2010, une réduction appréciable du rythme de perte de la
diversité biologique. (UEC direction).

Partant de ce constat, il faut situer notre probléme dans son contexte qu’est celui de la
diversité génétique et de 1’adaptation des espéces aquatiques en milieu antrhopisé. L’énigme de
la diversité génotypes-phénotypes et de I’évolution de la diversité des geénes, génomes et
phénomes a été revue par Nevo (Nevo, 2001). Dans ces programmes, 1200 espéces ont été
étudiées, des bactéries aux mammiféres, quant a 1’évolution de la biodiversité des génes,
génomes, phénomes et leurs interactions avec des variables spatio-temporelles et des stress
environnementaux. Il ressort de ces travaux qu’il existe une abondante diversité génotypique et
phénotypique dans la nature. L’organisation, 1’évolution moléculaire et la diversité des
organismes, a 1’échelle planétaire, régionale et locale sont structurées; elles montrent des
régularités tout au long de la vie et sont corrélées positivement avec une hétérogénéité
environnementale abiotique et biotique et des facteurs de stress. L’évolution de la diversité

: MME Diversité génétique et adaptation des espéces aquatiques en milieu anthropisé février 2007



11 |

génétique, méme pour des populations isolées et de faible effectif, est d’abord régit par les
éveénements déterministes et stochastiques.

Notre problématique est de rechercher les modifications de la diversité génétique dans
les populations exposées chroniquement a des contaminants chimiques. Les questions qui se
posent sont les suivantes:

» Existe t-il un processus d’adaptation lors de tels stress environnementaux? Quelle
est I’origine de 1’évolution de cette adaptation? Quelles sont les conséquences pour
la fitness de la population?

* Un stress environnemental ancien peut-il modifier la diversité génétique de la
population? quelle force est a 1’origine de cette modification ?

Dans ce document, nous présenterons dans un premier temps des rappels de génétique.
Ensuite nous présenterons quelques résultats d’études des effets de la contamination chimique
sur des populations d’espéces aquatiques animales et les intéréts des marqueurs de diversité
génétique dans notre problématique.

: MME Diversité génétique et adaptation des espéces aquatiques en milieu anthropisé février 2007
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Agents chimiques mutagenes

Mutations somatiques Mutations germinales

Agents chimiques toxiques
Dommages cellules non mutagénes —> Anomalies du développement
et tissus somatiques ¢ ex: perturbateurs endocriniens

{ it

Diminution de viabilité
et de I'état de santé des Diminution du taux de reproduction
individus

Diminution de la diversité
génétique de la population ¢———  Effets démographiques:
(Bottleneck)

Sélection de loci délétéres

pour la survie de I'espéce

en milieu pollué
Diminution de la fitness'
moyenne de la population

Adaptation a un milieu pollué: i
Perte du potentiel d’adaptation,
Fréquence allélique altérée a des Extinction de populations

loci spécifiques de la survie

Figure 1 : Modele pour illustrer les relations entre la contamination chimique de
I’environnement et la diminution de diversité génétique des populations
(d’aprés Bicham et al., 2000).

Le modele illustre comment des mutageénes et des non-mutagénes présents dans 1’environnement alterent le taux de
reproduction des individus par des altérations du matériel génétique (dommages transmissibles) et des altérations des
tissus somatiques. Une diminution du taux de reproduction peut conduire a la diminution de diversité génétique de la
population, a la diminution de fitness et & ’extinction de la population.

Laltérations de croissance, du niveau de reproduction, de la survie des descendants
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3. La variabilité génétique dans les populations
naturelles

La théorie de Darwin repose sur 1’observation de la diversité des étres vivants et de sa
relation avec la variabilité géographique. Elle met aussi en évidence 1’importance de
I’environnement dans la reproduction et la survie. La génétique initiée ensuite par Gregor
Mendel avait pour objectif de comprendre le déterminisme et la transmission des caractéres par
l'analyse de la descendance d'un croisement contrdlé entre individus de génotypes différents. Il
établit les premicres lois de I’hérédité et les publie en 1866. Elles mettent en évidence les bases
de I’héritabilité des variations qui manquaient a Darwin. Ce sont les travaux de Morgan en
1915, sur la drosophile, qui conduisent au développement de la théorie chromosomique de
I'hérédité. Les génes sont alors localisés sur les chromosomes. Les travaux d'identification du
support de 1'hérédité ont commencé en 1928 avec Griffith et se sont achevés avec la découverte
de la structure de I’ADN par Watson et Crick en 1953. La génétique moléculaire continue a
rechercher les mécanismes fins du déterminisme, de l'expression et de la transmission des
caractéres. Elle trouve aujourd'hui de nombreuses extensions avec les programmes de
génomique (séquencgage des génomes et identification des geénes) et de protéomique (inventaire
et fonctions des protéines d'un organisme). La compréhension du déterminisme et de la
transmission des caractéres doit aussi étudier les individus dans les conditions naturelles ou ils
sont génétiquement uniques et libres de se reproduire avec n'importe quel autre individu de la
méme espéce. Cette partie de la génétique, qui considére les individus en interaction avec leur
environnement, est la génétique des populations.

La génétique des populations a été initiée dans les années 1920 a 1940 par R.A. Fisher,
J.B.S. Haldane et S. Wright pour comprendre les mécanismes génétiques de 1'évolution des
espéces ou microévolution. Ces auteurs ont surtout réalis¢ des travaux théoriques pour
comprendre comment les lois de Mendel pouvaient s'appliquer a 1'échelle des populations. La
génétique des populations, qui a permis de faire la synthése entre la théorie Darwinienne de
I'Evolution et les travaux de Mendel, est a 'origine de la théorie synthétique de 1'Evolution ou
Néodarwinisme. Elle a notamment permis de démontrer que 1'évolution des espéces associe a la
fois sélection naturelle et hasard (facteurs stochastiques) comme moteurs de 1'évolution des
espéces. L'application de ces principes aux populations naturelles permet de comprendre les
phénomeénes d'adaptation des espéces a leur environnement et d'identifier les mécanismes
génétiques a l'origine de nouvelles espéces ou spéciation.

La génétique des populations étudie la variabilité génétique présente dans et entre les
populations avec trois objectifs principaux :

1. mesurer la variabilité génétique, appelée aussi diversité génétique, par la fréquence
des différents alléles d'un méme géne ;

2. comprendre comment la variabilité génétique se transmet d'une génération a
l'autre ;

3. comprendre comment et pourquoi la variabilité génétique évolue au fil des
générations.

Si la génétique mendélienne se base sur des croisements contrdlés par un
expérimentateur, la génétique des populations étudie les proportions des génotypes au sein d'un
ensemble d'individus issus de croisements non contrélés entre de nombreux parents. C'est donc
une application des principes de base de la génétique mendélienne a I'échelle des populations.

On définit une population comme étant I'ensemble des individus de la méme espéce qui
ont la possibilité d'interagir entre eux au moment de la reproduction. La notion de population
fait donc appel a des critéres d'ordres spatiaux, temporels et génétiques et résulte du fait que les
individus d'une méme espéce n'ont pas tous la possibilité de se rencontrer et de se croiser a
cause de 1'¢loignement géographique et de I'nétérogénéité de I'habitat. La population représente
une communauté génétique constituée par l'ensemble des génotypes des individus qui la
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composent. Elle se caractérise donc par un génome collectif ou patrimoine génétique, appelé
aussi pool génétique qui est la somme des génotypes individuels pour chacun des génes. Le
pool génétique d'une population présente une continuité a travers les générations et peut varier
au cours du temps. C'est cette évolution que la génétique des populations cherche a
comprendre. La génétique des populations est donc centrale pour la conservation des espéces en
voie de disparition au point de prendre le nom de génétique de la conservation. La disparition
de certaines espéces n'est pas uniquement un probléme de taille de population mais elle est
aussi en partie la conséquence de leur faible diversité génétique (Figure 2).

Effets des activités humaines
(polhntions, surexploitation,

destruction d’habitats)
+

Effets environnementanx stochastiques
{catastrophes, espéces invasives)

T

Populations fragmentées,
isolées et de Faible effectif

}

Consangzuiniteé,
Ré ducﬂn_n des Perte de diversité
elfectifs génétique

Survie, reproduction et
capacité d *adaptation réduite

Figure 2 : Facteurs modifiant la diversité génétique.

4. Déterminismes de la variabilité dans les populations
naturelles

Une particularit¢ du monde vivant est la variabilit¢é des phénotypes individuels. A
I'intérieur d'une espéce, il n'existe pas deux individus ayant exactement les mémes
caractéristiques phénotypiques: l'individu est unique. Si pour une espeéce donnée on peut noter
I'absence de variations pour certains caracteres essentiels, il existe toujours de nombreux autres
caractéres pour lesquels des variations entre individus sont observées. Certaines de ces
variations s'expriment au niveau phénotypique (morphologie, physiologie, comportement, etc)
mais les autres restent "cachées" et leur mise en évidence nécessite 1'utilisation de techniques
adaptées (variabilité des protéines ou des séquences d'’ADN). On considére que les variations
du phénotype sont dues pour partic a des facteurs environnementaux (alimentation, climat,
interactions avec les autres espéces, etc...) et pour partie a des différences entre les génotypes
individuels, transmissibles a la descendance. Dans la plupart des cas, ces deux causes de
variation interagissent fortement (interactions génotype-environnement), et il est difficile de
mesurer leur part relative dans la variation phénotypique globale. La mise en évidence du
déterminisme génétique des variations nécessite des études faisant appel soit a des expériences

: M“e Diversité génétique et adaptation des espéces aquatiques en milieu anthropisé février 2007



15 |

de croisements, soit a des analyses de généalogie, soit, pour les caractéres complexes
déterminés par plusieurs génes, a des comparaisons entre individus apparentés et non
apparentés a l'aide de méthodes statistiques qui sont du domaine de la génétique quantitative.

4.1. Déterminisme des variations : notion de polymorphisme

La génétique des populations s'intéresse principalement a la variabilité d'origine
génétique présente dans les populations et que 1'on désigne sous le nom de polymorphisme.
L'utilisation de plus en plus répandue des techniques de biologie moléculaire permettant
d'étudier la variabilité non exprimée au niveau phénotypique (portion non codante de d'ADN) a
nécessité une définition plus large du polymorphisme définie par Ford dans les années 40 qui
peut étre la suivante : il y a polymorphisme si dans une méme population une portion codante
ou non codante d'ADN présente une variation de séquence correspondant a plusieurs formes
alléliques dont la plus fréquente ne représente pas plus d'une certaine fraction de la population
totale, fixée a 95 ou 99%. Par opposition, on appelle monomorphes les génes qui ne présentent
pas de variabilité (un seul alléle présent dans la population).

4.2. Déterminisme épigénétique

Lorsque la variabilité d'un caractére n'a aucune base génétique, elle est qualifiée de
variabilité épigénétique. Cette variabilité résulte souvent de Il'action des facteurs
environnementaux sur l'expression phénotypique d'un caractére (température, alimentation,
physico-chimie de l'environnement, etc...). Dans certains cas, cette variabilité épigénétique
peut étre héritable et donc transmise a la descendance. On parle d'hérédité épigénétique. C'est le
cas par exemple des effets maternels qui apparaissent lorsque l'environnement subi par les
parents, souvent la mére, a des conséquences sur les caractéristiques des descendants par le
biais d'enzymes, protéines, hormones ou d'ARNm transmis a la descendance via le cytoplasme
des ovocytes ou pendant le développement embryonnaire précoce. La voie cytoplasmique peut
étre également un mode de transmission de nombreux microorganismes intracellulaires
(bactéries, virus) appelés symbiotes qui peuvent étre responsables d'importantes variations
phénotypiques dans les populations naturelles de leurs hotes.

4.3. Déterminisme génétique

La variabilité d'un caractére est déterminée génétiquement lorsqu'elle est due, au moins
en partie, a la présence de plusieurs formes alléliques dans la population. Dans certains cas, la
variabilité phénotypique est due a la variation d'un seul géne, on parle de déterminisme
monogénique. Cela ne veut pas dire que le caractére est contr6lé par un seul géne mais que la
variation d'un seul de ces génes est suffisante pour entrainer une variation phénotypique. On
parle alors de caractéres mendeliens. Chez 'homme, environ 5000 caractéres mendeliens sont
connus. Dans d'autres cas, la variabilité d'un caractére est déterminée par un grand nombre de
génes ayant chacun plusieurs alléles, on parle alors de déterminisme polygénique. C'est le cas
de tous les caractéres quantitatifs qui font 1'objet d'une mesure comme la taille, le poids, etc.
L'analyse génétique de ces caractéres reléve de la génétique quantitative qui sépare les effets
des génes en effets additifs, effets de dominance, effet d'épistasie ou d'interaction entre génes.

4.4. Du génotype aux phénotypes

L'expression phénotypique d'un génotype dépend des conditions environnementales dans
lesquelles se sont développés les individus. Pour la plupart des caractéres, le phénotype résulte
des effets conjoints de 3 composantes , le génotype G, l'environnement E qui contribue toujours
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pour une part au phénotype et l'interaction entre le génotype et l'environnement Ig,s Ceci est
résumé dans une formulation additive: P=G + E + I

Cette interaction entre le génotype et I'environnement est trés importante car elle signifie
que I'expression d'un géne n'est pas indépendante du milieu dans lequel ce géne s'exprime. Une
méme mutation peut donc avoir des effets phénotypiques différents.

Il est possible chez certains organismes d'étudier la variabilité de I'expression
phénotypique d'un méme génotype appelée plasticité phénotypique qui est mesurée par sa
norme de réaction. On définit la norme de réaction d'un génotype comme étant la gamme des
phénotypes produits par un méme génotype lorsque celui-ci est soumis a des conditions
environnementales différentes. Pour un méme caractére, la forme de la norme de réaction peut
étre variable entre génotypes ce qui est la conséquence des interactions génotype-
environnement. On peut représenter ces interactions par 3 types de graphes ou sont tracées les
normes de réactions de deux génotypes G1 et G2:

A lee =0 B :lexe=/0 C : loxe = max
Pa PaA PA
G1
G1
G2 \ G1
G2 > » G2
>
E1 E2 E1 E2 E1 E2
Environnement Environnement Environnement

Figure 3 : Corrélation phénotype et environnement.

P: Phénotype, E: Environnement

- Le graphe A représente I'absence d'interaction GXE. Les 2 génotypes répondent de la méme fagon aux variations de
l'environnement. Cela n'empéche pas un effet de I'environnement sur l'expression phénotypique du caractére, qui est
représenté par la pente des droites.

- Le graphe B représente l'existence d'interaction GXE. La différence entre les 2 génotypes est plus importante dans
l'environnement E1 que dans l'environnement E2. Le génotype G1 a cependant toujours une plus forte valeur du
caractére quel que soit l'environnement considéré.

- Le graphe C représente une interaction GXE maximale. Il y a inversion des valeurs phénotypiques des 2 génotypes
entre les environnements E1 et E2. Le génotype G1 a une plus forte valeur du caractére dans 1'environnement E2
alors que c'est l'inverse dans l'environnement El. Il faut noter qu’il existe des conditions environnementales
particuliéres ou la variabilité génétique ne s'exprime pas au niveau phénotypique (point d'intersection des droites).
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5. Les différentes sources de variabilité génétique dans
les populations

La diversité génétique répond aux changements dans 1’environnement par les actions de
la sélection, de la dérive génétique, du flux génique et des mutations.

5.1. Les mutations

La variabilité génétique peut étre le résultat de mutations qui font apparaitre de nouveaux
alléles, auxquelles il faut ajouter les phénoménes de recombinaison, notamment pour les
caractéres quantitatifs. Les mutations peuvent affecter une portion plus ou moins grande d'ADN
et, en fonction de leur localisation dans le génome, peuvent avoir ou non des effets
phénotypiques. Il existe ainsi tous les intermédiaires entre les mutations neutres qui n'ont aucun
effet sur l'organisme et les mutations Iétales, qui réduisent l'espérance de vie des individus. 11
existe différents types moléculaires de mutations qui n'ont pas les mémes conséquences
phénotypiques :

* les mutations ponctuelles sont des modifications d'un nucléotide ou d'un faible
nombre de nucléotides qui créent de nouveaux all¢les. Il faut distinguer :les
insertions de nucléotides qui, lorsqu'elles se produisent dans une portion codante
de I'ADN, décalent le cadre de lecture et conduisent a une protéine anormale, les
déletions de nucléotides qui ont les mémes effets que les insertions, les
substitutions d'une base par une autre qui peuvent E&tre des transitions
(remplacement purine/purine de A avec G ou pyrimidine/pyrimidine de C avec T)
ou plus rarement des transversions (remplacement purine/pyrimidine). Les
substitutions en 3°™ position des codons sont silencieuses ou synonymes alors que
la plupart des substitutions en position 1 et 2 des codons se traduisent par un
remplacement d'acide aminé (non synonymes)

* les remaniements chromosomiques sont des modifications dans la structure des
chromosomes. Les changements concernent un fragment chromosomique dont la
taille peut correspondre a un, une partie ou plusieurs génes; ces changements sont
trés défavorables. Les différents types sont: les duplications défavorables
lorsqu'elles se produisent & l'intérieur d'un géne mais qui peuvent augmenter le
nombre de copies d'un géne , les inversions qui correspondent a un changement
d'orientation d'un fragment chromosomique et qui modifient I'ordre des génes, les
déletions qui sont des pertes d'un fragment chromosomique ayant le plus souvent
des effets 1étaux et les translocations qui correspondent a des échanges de
fragments entre chromosomes.

* les changements du nombre de chromosomes sont de deux types: l'aneuploidie :
perte ou ajout d'un ou plusieurs chromosomes et la polyploidie : changement du
nombre d'exemplaire du lot haploide (passage diploide = 2N a tétraploide= 4N).

Cependant, les taux de mutation sont trés faibles (de 1’ordre de 10” a 107) et la répétition
des mutations a chaque génération ne modifie que trés lentement les fréquences de ces alléles.
A une échelle de temps de quelques dizaines a quelques centaines de générations, 1’effet des
mutations sur 1’évolution des fréquences alléliques est donc négligeable.

Les mutations observées chez les organismes aquatiques sont de type somatiques, elles
ne sont donc pas transmises mais elles peuvent étre a 1’origine de pathologie tumorale. Leur
fréquence est trés faible et I’agent causal est généralement difficile a identifier, on parle alors
de facteurs de risque. On peut citer le cas du B[a]P, agent mutagéne associé au développement
tumoral chez le poisson et les vertébrés supérieurs. Chez I’homme, il induit des mutations sur le
géne p53; ces mutations ont un réle dans le développement tumoral (Hollstein et al., 1991).
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5.2. La sélection, le coefficient de sélection ou fithess

La sélection naturelle est le concept de base de la théorie Darwinienne de 1'évolution.
Selon Charles Darwin, les individus les mieux adaptés a un environnement, sont les plus aptes a
survivre et a se reproduire dans cet environnement. IIs transmettront micux leurs génes a la
génération suivante. Cette participation différentielle des génotypes va modifier la fréquence
des all¢les impliqués et donc faire évoluer la structure génétique des populations au cours des
générations, il s’agit de microévolution. Ce "tri" des "meilleurs" génotypes sur la base de leur
valeur phénotypique a pour résultat une meilleure adaptation des populations a leur
environnement puisque les all¢les défavorables sont indirectement éliminés par sélection, les
individus qui les portent se reproduisant moins bien ou pas du tout.

C'est le méme principe de sélection artificielle qui a permis d'améliorer de nombreuses
caractéristiques d'espéces animales ou végétales ayant une importance économique (production
en graines, en lait, teneur en lipides,...). Dans ce cas, la sélection artificielle correspond a une
différence de succes reproductif consécutive a un choix des individus reproducteurs effectué
par I'homme.

On a ¢établi différents modéles: le modele génique ou la valeur sélective des
hétérozygotes est exactement intermédiaire entre celles des homozygotes, le modele avec
avantage des hétérozygotes : découvert par Fisher il offre une explication possible au
polymorphisme des populations. Cette force évolutive conduit a une meilleure adaptation des
organismes a 1’hétérogénéité de 1I’environnement. Chez certaines espéces a durée de vie courte,
les effets de la sélection sur la structure génétique des populations peuvent étre rapides et
observables a 1’échelle d’une vie humaine. La contamination chimique de 1’environnement
constitue une force sélective capable d’éliminer les génotypes sensibles aux effets toxiques en
induisant des changements adaptatifs rapides. Les effets de la sélection sont donc a considérer
en écotoxicologie, ils peuvent concerner des changements génétiques au niveau d’un ou de
multiples loci, résultant de la sélection d’alléles spécifiques, comme par exemple
I’amplification d’un géne esterase responsable de la résistance aux insecticides chez le
moustique (Mouche et al., 1986), duplications du géne de la metallothionéine et tolérance au
métaux -cadmium, cuivre- dans la population naturelle de Drosophile Drosophila melanogaster
(Maroni et al., 1987)

Le théoréme de Fisher prévoit que l'adaptation d'une population a son environnement ne
peut qu'augmenter au cours du temps sous l'action de la sélection naturelle et que cette
augmentation est d'autant plus rapide que la variabilit¢ génétique de la population est
importante. La sélection naturelle éliminant les alléles défavorables, les populations devraient
donc étre plutét monomorphes pour 1'alléle le plus favorable dans un environnement donné, ce
qui semble contradictoire avec la forte variabilité génétique observée dans la nature. L'analyse
des conséquences de la sélection sur la composition génotypique des populations permet de
comprendre pourquoi la composition génétique des populations n'est pas toujours optimale et
comment le polymorphisme se maintient dans les populations naturelles.

o0 Valeur sélective ou fitness

Lorsque les individus de génotypes différents montrent une viabilité ou une fécondité
différente, chaque génotype est alors caractérisé par sa performance, c'est-a-dire sa capacité a
participer a la génération suivante. Cette mesure est appelée valeur sélective ou fitness ou
encore valeur adaptative.

La valeur sélective d'un génotype dépend principalement de sa survie entre le stade
zygote et le stade adulte, et de sa fertilit¢é (nombre de descendants viables capables de se
reproduire). Ces deux paramétres déterminent le nombre de descendants produits en moyenne
par cette catégorie génotypique. Une définition simple de la fitness peut donc étre donnée par la
formule : Fitness = Survie x Fécondité.
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Cette notion de fitness est trés importante mais elle est difficile a mesurer car elle
dépend de nombreuses caractéristiques individuelles et environnementales. La fitness d'un
individu dépend en effet :

1. de la composition génétique a I'ensemble des loci. Il faut tenir compte du fait
qu'un méme gene affecte simultanément plusicurs caractéres = effets pléiotropes
et que les alleles des différents génes interagissent entre eux = épistasie. Des
phénomeénes de compensation entre caractéres peuvent donc exister.

2. des conditions environnementales. Un génotype peut étre avantagé dans certains
environnements alors qu'il sera désavantagé dans d'autres conditions (interaction
génotype-environnement). La fitness d'un génotype varie donc d'une population a
une autre et peut varier au cours de sa vie ou de génération en génération en
raison des changements de 1'environnement.

3. de la composition génétique de la population a laquelle appartient cet individu.
La fitness d'un individu pourra en effet étre soit faible soit élevée en fonction de
la présence des autres génotypes de la population.

Finalement, de trés nombreux caractéres contribuent a la fitness d'un génotype
(physiologiques mais aussi comportementaux, morphologiques etc.). C'est par exemple la
capacité des males a trouver un partenaire sexuel ou la capacité des individus a élever leur
descendance dans des conditions qui permettent leur survie et une fécondité optimale. La
mesure directe de la fitness d'un génotype est difficile voire impossible. La fitness est donc
mesurée de facon indirecte a partir des variations de la fréquence des alléles observées entre
générations successives.

5.3. La structuration des populations et les flux géniques

Dans la nature, les populations d'une méme espéce ne sont pas génétiquement isolées. Il
se produit a chaque génération des échanges d'adultes, mais aussi d'embryons ou de gamétes,
pour les animaux aquatiques, qui sont autant d'échanges de génes, appelés flux géniques. Ces
flux géniques sont généralement d'autant plus importants que les populations sont proches
géographiquement. C'est le cas lorsqu'une population est subdivisée en sous-populations a
cause d'une discontinuité de I'habitat ou des ressources. Ces échanges de génes provoqués par la
dispersion des individus entre sous-populations limitent alors leur divergence génétique. Les
conséquences génétiques de ces phénoménes migratoires dépendent de 1'organisation spatiale
des populations, de la taille des populations et des nombreux facteurs environnementaux
responsables de leur dispersion. La pollution chimique peut affecter les déplacements des
organismes dans leur milieu en déclenchant des comportements de fuite, modifiant la
distribution des espéces et leur abondance dans le milieu.

Le flux génique peut étre considéré a la fois comme une force qui favorise et qui limite
I’évolution. L’apport de nouveaux geénes dans une population peut limiter les effets de la
consanguinité et aider au maintien de la diversité génétique essenticlle a la conservation du
potentiel adaptatif. Le processus de recolonisation de sites contaminés par des invasions de
populations provenant de zones adjacentes moins polluées a permis de retrouver un niveau de
diversité génétique important chez le dogwhelk aprés une pollution importante par le TBT
(Colson & Hughes, 2004).
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5.4. La dérive génétique

La variabilité génétique au sein des populations naturelles est influencée par des
évenements déterministes (mutations, sélection, flux géniques) et par des événements
stochastiques telle que la dérive génétique. Il s’agit de fluctuations aléatoires des fréquences
d’all¢les a chaque génération résultant de la taille des populations et du nombre de générations.
La fluctuation de la fréquence des alléles avec le temps devient non négligeable si la taille de la
population est petite ou si le nombre de générations est important.

Tout événement naturel ou anthropique affectant la taille des populations et favorisant
leur isolement peut modifier rapidement la dérive génétique et conduire a I’appauvrissement
génétique des populations. Il s’ensuit une augmentation de la consanguinité et I’expression de
mutations déléteéres récessives. L expression du fardeau de mutations meéne a une diminution de
la fitness des individus consanguins appelé dépression de consanguinité.

Plusieurs études montrent une corrélation négative entre viabilité et consanguinité
comme par exemple chez I’huitre (Bierne et al., 1998). Si une réduction importante de la taille
de la population intervient, on observera une diminution de la diversité génétique; ce
phénomene persiste dans le temps et peut €tre encore visible aprés restauration de 1’habitat ou
au contraire, la diversité génétique peut €tre restauré par recolonisation (Colson & Hughes,
2004).

6. Méthodes d'étude de la variabilité génétique

Historiquement, la recherche de variations génétiques dans les populations naturelles a
concerné des caractéres directement accessibles a I'observateur (morphologie, couleur, etc). Le
développement des techniques de biochimie, cytogénétique et de biologie moléculaire a permis
d'étudier la variabilit¢ génétique a des échelles plus fines, jusqu'au niveau de la séquence
d'ADN, permettant méme ['étude du polymorphisme des régions non codantes.

6.1. Polymorphisme morphologique

C'est le polymorphisme de taille, de forme, de couleur etc. La variabilité génétique de la
couleur de certaines espeéces, appelée polychromatisme, est certainement I'un des
polymorphisme qui a été le plus étudié. Un exemple célebre est la variation de la couleur et de
I'ornementation de la coquille de l'escargot du genre Cepaea. En un méme endroit coexistent
plusieurs formes phénotypiques déterminées par plusieurs geénes polymorphes: des escargots a
coquille rose, jaune ou brune, et des escargots sans bande et avec bandes dont le nombre varie
entre 1 et 5.

6.2. Polymorphisme des protéines: les allozymes

Depuis les années 1960, la variabilité des protéines est étudiée par électrophorese. Les
protéines sont des molécules chargées qui se déplacent dans un support poreux (gel d’agarose,
d’amidon, de polyacrylamide, d'acétate de cellulose) lorsque celui-ci est soumis a un champ
¢lectrique.

La vitesse de migration dépend de la charge globale de la protéine, de sa taille et de sa
conformation. Toute mutation dans la séquence d'un géne codant pour une protéine peut
modifier le sens d'un codon, altérer la séquence d'acides aminés donc la charge électrique de la
protéine et sa vitesse de migration. Ce changement de structure primaire peut étre détecté par
¢électrophorése qui sépare les variants protéiques ayant des vitesses de migration différentes
appelées souvent F (fast) et S (slow).

La mise en évidence de différents alléles d'un méme géne est possible pour les enzymes
grace a la spécificité de la réaction enzyme-substrat visualisée par une réaction colorée.
L'existence de variations génétiques a un locus donné est détectée par la présence de différents
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niveaux de migration dans le gel d'électrophorése, qui sont associés a des all¢les différents
appelés allozymes (Figure 4).

a b C
sens de
migratittg
ligne
de dépot
Génotypes 58 FF FS 58 VvV FF FS 8V S5 FF FS

Figure 4 : Représentation schématique d'un gel d'¢lectrophorese pour
différents systemes génétiques.
a) cas d'une protéine monomérique codée par un géne a deux alleles (F = Fast et S = Slow);
b) cas d'une protéine monomérique codée par un géne a trois alléles (V = very Fast, F = Fast et S = Slow);
c) cas d'une protéine dimérique codée par un geéne a deux alleles (F = Fast et S = Slow) ou les hétérozygotes
sont représentés par 3 bandes.

L’utilisation intensive des techniques d’étude des allozymes dans les dernicres
décennies a montré un niveau ¢élevé de variation génétique dans les populations naturelles et
une corrélation entre les changements génétiques et les facteurs environnementaux (Nevo,
1993; Hummel, 1995). Les allozymes sont utilisés comme marqueurs neutres. Ce sont des
protéines connues pour leur role physiologique fondamental dont il est peu probable que les
variants soient sélectivement différents.

L'é¢tude d'un lot d'individus permet d'identifier les génotypes individuels a plusieurs loci
lorsque les enzymes ont des niveaux de migration différents. Les all¢les sont en effet
codominants et chaque individu est caractérisé par la position et le nombre de bandes pour
chaque locus étudié. Pour une enzyme monomérique, les homozygotes seront caractérisés par
une seule bande alors que les hétérozygotes présenteront 2 bandes. Pour les enzymes plus
complexes (dimeres, tétraméres), le nombre de bandes se multiplie et la lecture des gels
d'¢lectrophoreses devient plus difficile. C'est le cas par exemple de l'alcool déshydrogénase
(ADH) et de l'alpha glycérophophate déshydrogénase (GPDH) qui sont toutes les deux des
enzymes dimériques et polymorphes chez la Drosophile.

La diversité de la plupart des isozymes et des allozymes dans les populations naturelles
est apparemment maintenue par une sorte de sélection naturelle. Les allozymes les plus souvent
étudiées sont: Alcool déshydrogénase, Aspartate aminotransferase, Glucose-6-phosphate
isomerase, Isocitrate dehydrogenase, Mannose-6-phosphate isomerase, et la Phospho-
glucomutase .
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6.3. Polymorphisme de I'ADN : les marqueurs biologiques

Pour répondre aux problémes de la diversité dans le génome, il n’est pas suffisant de
mesurer la diversité enzymatique. Les techniques issues de la biologie moléculaire permettent
de rechercher des variations dans les séquences nucléotidiques de I'ADN (codant et non
codant). Ces techniques sont de plus en plus utilisées pour étudier le fonctionnement génétique
des populations. Cette variabilité peut étre recherchée dans des régions codantes de 'ADN et
non codantes qui composent la grande majorité des génomes (ADN non codant = 95% de
I’ADN total des eucaryotes). Cette variabilité, qui n'est généralement pas exprimée au niveau
phénotypique, est utilisée pour définir des marqueurs permettant soit de caractériser des
individus (empreinte génétique ou finger print), soit de caractériser des populations, soit de
cartographier des génes. D’aprés Nevo, les estimations de la diversit¢é moléculaire des
microsatellites (short sequence repeats or SSR), des single nucleotide polymorphism (SNP) et
les comparaisons de séquences sont nettement plus fortes que la diversité enzymatique (Nevo,
2001).

Parmi I'ensemble des techniques disponibles, il faut distinguer celles qui permettent de
mettre en évidence une variabilité¢ dispersée dans tout le génome. Les marqueurs réveélés sont
alors multilocus et dominants. D'autres techniques permettent de révéler une variabilité a des
endroits plus limités du génome. Les marqueurs sont qualifiés de monolocus et souvent
codominants.

Il faut également distinguer parmi ces techniques celles qui nécessitent uniquement une
extraction de I'ADN des individus étudiés de celles qui nécessitent une amplification in vitro
d'une portion définie d'ADN par PCR (polymerase chain reaction). Les principaux marqueurs
moléculaires utilisés en génétique des populations sont les suivants:

Polymorphisme RFLP (Restriction fragment Length Polymorphism

Apres extraction, 'ADN est soumis & une ou plusieurs enzymes de restriction qui
coupent la molécule a des endroits précis, définis par une séquence de bases, appelé sites de
restriction. Toute modification par mutation dans la séquence du site de restriction empéche
l'action de I'enzyme. Cette non-coupure de ' ADN est détectée par une variation du nombre et de
la longueur des fragments d'ADN (fragments de restriction) obtenus aprés digestion
enzymatique, puis séparation par ¢électrophorese et visualisation par hybridation avec une sonde
radioactive ou fluorescente (Figures Set 6). Ce type de marqueur est codominant si le nombre
d'enzymes utilisées est faible et s'il y a peu de sites d'hybridation de la sonde dans le génome.
En faisant agir simultanément plusieurs enzymes de restriction, on étudie le polymorphisme a
autant de sites particuliers qui se répétent tout au long de la molécule d'ADN.
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Figure 5: Site de restriction de I’enzyme Eco RI.
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Principe de la technique RFLP
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Figure 6: Principe de la technique RFLP.

PCR-RFLP

L'utilisation de la PCR permet d'amplifier une région définie du génome puis
d'appliquer la technique RFLP au produit PCR. Cette méthode appelée PCR-RFLP permet
d'obtenir facilement des marqueurs codominants et évite 1'étape d'hybridation et l'utilisation de
sonde radioactive. Le produit PCR digéré par une (ou plusieurs) enzymes de restriction est
simplement mis a migrer dans un gel d'agarose et le polymorphisme de la position et du nombre
de bande est visualisé par une réaction colorée au Bromure d'éthydium.

Les séquences répétées en tandem (VNTR)

Il existe dans les génomes des séquences nucléotidiques répétées en tandem les unes a
la suite des autres. Le nombre de répétition est extrémement variable entre individus d'ou leur
nom de VNTR (Variable Number of Tandem Repeat). Cette variation du nombre de répétitions
est a l'origine d'un important polymorphisme dans les populations naturelles. On distingue 2
grands types de séquences répétées :

- les minisatellites qui sont des répétitions de motif ayant 10 a 60 paires de bases (pb)

- les microsatellites (short sequence repeat ou SSR) qui sont des répétitions de motif
ayant 1 a 6 paires de bases (pb): par exemple ATATATATATATATAT soit (AT)n,
n variable entre individus ou encore, CAGACAGACAGACA soit (CAGA)n.

Les microsatellites ont une importance fonctionnelle dans la régulation de I’activité des
génes (transcription, traduction), organisation de la chromatine, taille du génome,
recombinaison, réplication de I’ADN, cycle cellulaire, etc...Certains microsatellites auraient
une grande importance dans le processus d’adaptation des populations au stress
environnemental. Les minisatellites peuvent étre détectés par RFLP en utilisant des enzymes de
restriction qui coupent un grand nombre de fois le génome mais jamais dans les minisatellites.
Un polymorphisme de longueur de fragment est alors révélé par l'existence d'un nombre de
répétitions différent entre individus, ce qui produit des fragments de différentes tailles. Ces
marqueurs sont donc multilocus et codominants. Les minisatellites sont révélés apres PCR ce
qui nécessite la mise au point d'amorces spécifiques. Cette étape est souvent longue et
laborieuse mais permet d'obtenir des marqueurs monolocus et codominants.
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RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA)

Cette technique consiste a réaliser une amplification PCR avec des amorces d'environ
10 pb définies de fagon aléatoire. Si les 2 sites d'hybridation sont suffisamment proches,
I'amplification par PCR est possible. Une variabilité dans la séquence des sites entre individus
sera détectée par un polymorphisme du nombre et de la longueur des fragments d'ADN
amplifiés. Cette technique a l'avantage d'étre rapide avec peu de mise au point et révéle un
polymorphisme important mais ce marqueur est dominant et les conditions de PCR sont tres
sensibles (Figure 7).

Une variante de la technique RAPD est d'utiliser des microsatellites comme amorces ce
qui permet d'amplifier des régions comprises entre deux microsatellites (ISSR = Internal simple
sequence repeat). Les primers sont choisis en fonction des profils satisfaisants obtenus entre
différentes espeéces (bactéries, végétaux, animaux). Les primers qui ne produisent pas de
changements de profils RAPD ne sont pas retenus dans I’interprétation des résultats, qui sont
exprimés en genomic template stability (GST). Le pourcentage de GST est calculé selon la
formule 100-(100a/n), ou n est le nombre de bandes détectées dans le témoin et a est la
moyenne du nombre de changements dans les échantillons exposés a un toxique.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Cette technique est une combinaison des RFLP et des RAPD. L'ADN est dans un
premier temps digéré par des enzymes de restriction puis des adaptateurs vont venir se fixer a
chaque extrémité des produits de digestion. Une amplification PCR est ensuite effectuée a l'aide
d'amorces qui s'hybrident avec les adaptateurs et qui comportent en plus quelques bases
choisies au hasard afin d'amplifier de facon sélective uniquement certains fragments. Une
seconde PCR peut ensuite étre effectuée pour réaliser une amplification plus sélective. Cette
technique est tres efficace pour révéler rapidement et facilement un polymorphisme.

Séquencage

La technique la plus performante est évidemment le séquencage complet des génes, qui
fournit le maximum de renseignements sur des fractions limitées et précises du génome, mais
cette technique est peu compatible avec l'analyse d'un grand nombre d'individus d'une
population. Quoi qu'il en soit, méme si une partie seulement du génome a ét¢ explorée chez les
eucaryotes, le polymorphisme trouvé est suffisant pour entrainer une infinie diversité des
génotypes individuels. Chaque génotype individuel correspond a un certain arrangement des
divers alléles présents a chaque locus dans la population.
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Figure 7: Profiles RAPD de Daphnia magna exposés au cuivre (d’aprés Atienzar et al., 2001).

M, marqueur de taille d’ADN en kb. — absence de témoin ADN. Les profiles RAPD sont générés en
utilisant les primers de 10 pb, un type de primers par gel. Les daphnies on été exposés a des
concentrations croissantes de cuivre allant de 0 (a-b), 15 (c-d), 30 (e-f), 60 (g-h), 90 (i-j) a 120 (k-1) ug/l.
Les changements sont indiqués par rapport au profil témoin: * variation d’intensité, + bande
supplémentaire, - bande manquante.

7. Intéréts des marqueurs de diversité génétigue dans
la recherche des effets de stress environnementaux sur
les populations aquatiques

Si le but recherché est d’évaluer la qualité de I’environnement, le plus fort potentiel
d’un indicateur de diversité génétique est la caractérisation de la structure des populations
composant 1’écosystéme. La taille effective de la population et la connexion des populations
sont des attributs fondamentaux qui peuvent étre diagnostiqués uniquement avec des marqueurs
génétiques. Etant donné que les populations sont les unités de base biologique qui répondent
aux changements environnementaux, la délimitation des frontiéres des populations est critique
pour un monitoring de 1’écosystéme. Un des principaux avantages des mesures de diversité
génétique dans les populations aquatiques lotiques est qu’elles sont trés organisées sur le plan
géographique, ce qui est moins le cas des écosystémes aquatiques estuariens. Les tests de
différentiation génétique des populations (F-statistics et test de Nei) sont donc trés appropriés a
ses structures trés hiérarchisées.

Lorsque la diversité génétique est réduite, elle va rester basse assez longtemps avant
que les mutations ou le flux génique la renfloue; cependant cela reste théorique pour ce qui est
de la capacité des mutations a renflouer la diversité génétique. Etant donné que les effets de la
sélection et de la dérive génétique s’accumulent au cours des générations, il y a un décalage
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dans le temps avant de révéler des changements dans la diversité génétique. Un indicateur de
diversité génétique permettra de rendre compte d’une exposition sur plusieurs années. Seules
exceptions, les pressions de sélection sévéres ou lorsque la population subit un bottleneck ce
qui induit un changement rapide dans la diversité génétique. Ce dernier phénoméne est observé
expérimentalement (Hartl & Clark, 1999). Les populations subissant un bottleneck naturel
présentent une remarquable correspondance avec la théorie génétique (Cabe, 1998 ; Hoezel,
1999).

Un grand nombre d’étude montrent une corrélation positive entre les niveaux de
diversité génétique et I’exposition aux contaminants chimiques. Dans la plupart des cas, la
fréquence d’un allele ou d’un génotype est modifiée dans les populations exposées par rapport
aux populations de référence, suggérant une sélection & ce marqueur particulier (Gillespie &
Gutman, 1999). La diversité¢ génétique des populations exposées est souvent plus faible par
rapport aux populations de référence suggérant que la taille de 1’effectif a diminué.

De nombreux facteurs peuvent contribuer aux différences de fréquences d’alléles, les
contaminants chimiques ne sont pas directement responsables. Cependant, il existe un lien entre
sensibilité et résistance aux contaminants et diversité génétique. Ceci a été observé en
mésocosme et en exposition au laboratoire (Gillespie & Guttman, 1989). Cependant, d’autres
études montrent aussi un manque de corrélation entre diversité génétique et exposition aux
contaminants chimiques.

La figure 8 présente les effets au niveau de la population de divers stress
environnementaux et les conséquences sur la diversité génétique. Il existe une relation claire
entre la diversité génétique et les stress écologiques qui va dans le sens de la théorie génétique.
Ainsi, la perte de 1’habitat qui diminue le niveau de migration (fragmentation) entre populations
est attendue pour augmenter la composante de diversité génétique parmi les populations qui
peut étre mesurée par une augmentation de la Fgr. Si la fragmentation produit une réduction du
nombre de géniteurs cela entraine une diminution de I’hétérozygotie (H) et de la fréquence
d’all¢les (N,). De méme, avec une dégradation de 1’habitat due par exemple a la contamination
chimique ou a d’autres stress qui réduisent la taille de la population, on s’attend a observer une
diminution de la diversité génétique dans les populations, les marqueurs génétiques liés a
I’adaptation sont encore plus concernés par cette diminution. L’introduction d’espéces est un
facteur potentiel de diminution de I’héterozygotie et de la fréquence d’all¢le, cela dépend de la
possibilité de croisements entre espéces. Enfin 1’exposition aux mutagénes de 1’environnement
est sensée augmenter le nombre d’all¢les a un locus donné (N,); étant donné que 1’occurrence
des mutations est rare dans la population, 1’hétérozygotie est peu affectée.

La diversité génétique des populations renseigne sur le maintien des populations et leur
fitness. La diversité génétique est a la fois I’input et ’output de 1’écosystéme. En tant qu’input
elle renseigne sur le caractére durable de 1’écosystéme, en tant qu’output elle renseigne sur ce
qui se passe dans I’écosystéme. Etant donné 1’augmentation des pressions humaines, les
modifications que subit I’environnement risquent d’étre parmi les plus importantes de 1’époque
moderne. Pour les populations a faible diversité génétique, on s’attend a ce que le taux
d’adaptation a un environnement altéré soit lent. Si le taux des changements environnementaux
est important, ces populations auront de plus en plus de mal a se maintenir. Des changements
anthropogénes rapides comme le réchauffement climatique mettront en évidence le role de la
diversité génétique dans le maintien des populations dans le futur (Lande, 1999).

En plus de la perte de potenticl d’adaptation, la faible diversité génétique des
populations peut avoir un effet immédiat sur la fitness. Des observations expérimentales
suggerent que les espéces diploides aient des alléles 1étaux récessifs. Si la diversité génétique
est réduite rapidement, il s’ensuit une dérive génétique forte et de nombreux individus seront
homozygotes pour les alléles 1étaux ou sublétaux et si la population diminue en taille, ces
alléles seront fixés ce qui causent un risque accru d’extinction (Soule, 1980; Franklam, 1995).
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Cet effet est appelé «dépression de consanguinité» puisqu’il est associé avec les populations
consanguines observées au laboratoire.

La relation entre perte de diversité génétique a un loci et réduction de la fitness a été
difficile a documenter dans les populations naturelles. Néanmoins, des observations en faveur
de cette relation existent (revue par Allendorf et Leary, 1986) (Tableau 1). Cependant, il
n’existe qu’un seul cas ou on observe une relation entre la diversité génétique et 1’extinction
d’une population.

STRESS ENVIRONNEMENTAL EFFETS MESURES DE DIVERSITE
GENETIQUE
Perte de 'habitat —— | Dispersion —p 1Fst
Fragmentation \
Génit H, Na
1 Geniteurs |

Dégradation de I'habitat 1Adaptation > IH, Na

aux locis liés a I'adaptation

Introduction d'espéces —————p TFlux génique/ — LFst

Croisement TH, Na

Mutagénes environnementaux > TMutations > TN,

Figure 8: bases théoriques des effets au niveau de la population de divers stress
environnementaux et conséquences sur la diversité génétique. Fsr indique la subdivision des
populations, H : Hétérozygotie, N nombre d’alléles ségrégeants.
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Effets Marqueurs moléculaires Taxon Références
Extinction population Allozymes, Papillon Saccheri et al., 1998
locale Microsatellite
Succes de reproduction | Microsatellite Cerf commun rouge | Slate et al. 2000
Croissance et survie des | Allozyme Fourmi Cole & Wiernsasz, 1999
colonies
Fertilité, taux d’éclosion | Microsatellite Poule Westerneir et al., 1998 ;

Bouzat et al., 1998
Mortalité, croissance, Allozyme Poisson, Topminnow | Quattro & Vrijenhoek,
fécondité, stabilité du 1989
développement
Succes de reproduction | Allozyme Gastéropodes Rolan-Alvarez et al., 1995
des males
Succes de reproduction | Allozyme Papillon Carter & Watt, 1998
des males
Stabilité du MtDNA, microsatellites Eléphant de mer Hoelzel et al., 2002

développement

Tableau 1 : Exemples d’études montrant une association entre diversité génétique et fitness.
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8. Profils génétiques des populations aquatiques et
contamination chimique du milieu

En théorie, il existe quatre mécanismes par lesquels un toxique peut avoir un effet sur la
diversité génétique. Il peut induire soit une augmentation directe du taux de mutations, soit une
augmentation indirecte du taux de mutations par modification de la réparation de I’ADN, soit
favoriser certains génotypes plus tolérants ce qui entraine un changement réel de composition
génétique de la population en faveur d’une tolérance plus élevée au toxique et enfin il peut
produire un bottleneck. Ce bottleneck peut résulter de mortalité a certains stades du cycle de vie
ou d’une diminution de la reproduction. Les deux premiers mécanismes augmentent la diversité
génétique, les deux derniers la diminuent, on parle d’«érosion génétique». L’exposition aux
contaminants peut induire I’un ou I’autre de ces changements ou 1’ensemble.

Il faut noter que les espéces ayant une communauté importante de part leur nombre,
principalement marines, présentent généralement des niveaux ¢levés d’hétérozygotie et sont
sensées €tre plus résistantes a la pollution; les hétérozygotes multi-locus montrent toujours une
fitness élevée par rapport aux homozygotes (Nevo et al., 1986 ; Anderson et al., 1994).

8.1. Altération de la structure génétique de la population :
sélection ou adaptation

La structure génétique d’une population se définie comme étant le profil génétique par
lequel des populations sont subdivisées en groupes de reproduction. Elle tient compte de leurs
tailles, du nombre de géniteurs et du niveau de flux génique. Des paramétres permettent de
caractériser la structure de la population tels que les indices de fixation d’alléles et la distance
génétique( Fsr). Un certain nombre d’études montrent une altération de la structure génétique
de la population (revue dans Gillespie & Gutman, 1999).

Les métaux lourds affectent fortement la sélection d’alléles ou de génotypes chez les
invertébrés (Vilsom, 1983; Ben-sholomo & Nevo, 1988). La toxicité du Cadmium a été testée
sur des moules provenant de deux sites (Kattegat et Baltic). Aprés exposition au cadmium, on
observe une fréquence d’alléles PGI significativement différente entre les moules mortes et les
survivantes (Vilsom, 1983). Chez la crevette, Palaemon elegans, on a étudié les effets du
cadmium et du mercure. Des génotypes différents et spécifiques pour chacun des métaux et
pour les deux métaux associés sont observés pour PGM. Ces résultats reflétent la nature
adaptative des génotypes. Au regard de ces résultats, les auteurs suggeérent que les génotypes
des allozymes soient utilisés pour détecter la pollution par les métaux (Ben-sholomo & Nevo,
1988). Des travaux plus récent chez les clams Ruditapes decussatus et Ruditapes philippinarum
provenant de sites contaminés par les métaux lourds, montrent une forte diminution de la
fréquence d’alléle PGM'® et une augmentation de la fréquence de PGM®. L’allele PGM'? est
contre-sélectionné, et PGM” est favorisé par les métaux lourds ; les auteurs suggérent qu’ils
peuvent étre utilisés comme marqueur génétique de pollution (Moraga et al., 2002). Chez
I’escargot d’eau douce, Pleurocera canaliculatum, on a également observé des fréquences
d’allozyme et de génotype significativement différentes entre les populations provenant des
sites les plus contaminés par le mercure (North Fork Holston River, Virginia, USA):
I’hétérozygotie a trois loci (MDH-2, PEP-2, TPI-1) est significativement plus faible (Benton et
al., 2002). Le taux de cassures double brin de I’ADN est corrélé a la concentration de mercure
dans I’organisme. Déja observées dans des études environnementales, notamment chez la moule
(Steinart et al., 1998), ces corrélations peuvent tre expliquées par le caractére génotoxique du
mercure (Ariza et al., 1994; Stohs & Bacchi, 1995). Les contaminants semblent sélectionner les
individus aux génotypes d’enzymes résistants ce qui entraine une diminution ou une perte de
certains alléles ou génotypes dans la population. Ces études présentent 1’intérét des allozymes
comme marqueur dans 1’é¢tude des sites contaminés.
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Une étude réalisée en France sur I’huitre creuse Crassostrea gigas montre une survie
différentielle suite a 1’exposition expérimentale au cuivre, au cadmium, au TBT et a deux
pesticides (atrazine, isoproturon). Les individus ont pu étre classés en sensible (S,) résistant (R)
et modérément résistant au TBT et en deux groupes, S et R, pour les autres toxiques. Certains
génotypes ont une survie différentielle significative (ex: Aat-2 90/100 pour le TBT, Pgm
98/105 et 105/105 pour I’isoproturon). D’autre part, les populations d’huitres de la Baie
d’Arcachon exposées a ’atrazine et a I’isoproturon ont un déficit en hétérozygotes au loci Ak,
Cap-1 et Pgm. Celles de la Baie de Brest ont un déficit aux loci Ak, Pgm, Pgdh. La sensibilité
des allozymes aux stress environnementaux refléte la nature adaptative des individus et
conforte 1’hypothése de ’utilisation des allozymes comme marqueurs génétiques chez 1’huitre
(Moraga & Tanguy, 1997).

Souvent ces données ne sont pas une preuve suffisante de 1’effet des contaminants car
ces variations de structure peuvent refléter une subdivision de population causée par d’autres
facteurs. Un certain nombre d’autres études ont apporté plus d’informations (cf. Tableaux 2 et
3, annexe du document). C’est le cas des travaux de Pasteur et Sinégre (1975). Dans cette étude
chez les larves de moustiques Culex pipiens, les populations exposées ont un alléle a un locus
esterase nouveau, ce qui apporte une preuve de la fixation d’allele corrélée a la résistance aux
organophosphates. Les changements génétiques ne sont pas toujours causés par la sélection
d’alleles, il convient donc de s’assurer que les fréquences d’alléles et de génotypes sont
identiques dans les populations exposées. Patarnello et al. (1991) ont observé que les
fréquences d’alléles et de génotypes different dans les populations adultes de barnacles,
Balanus amphitrite, entre sites plus exposés par rapport aux sites moins exposé€s dans la lagune
de Venise.

Chez le poulamon atlantique, Microgatus Tomcod, en utilisant deux marqueurs
moléculaires, ADNmt et oncogeéne c-abl, Wirgin et al. ont montré¢ que [’origine du
polymorphisme de c-abl et les variations de fréquences entre deux populations distantes
géographiquement (Hudson River et Maine Rivers, USA) sont des événements génétiques
récents (revue dans Wirgin & Waldman, 2004). Cette étude est un exemple d’application pour
élucider la structuration génétique des populations de poissons dans le temps. Pour cette
espéce, la pollution chimique de Hudson River est un facteur influencant également 1’incidence
de cancers du foie puisqu’il est retrouvé dans 90% des poissons de Hudson River contre 5%
dans Maine River. Un polymorphisme du géne du cyt P450 1A existe dans 10% des poissons de
Hudson River alors qu’il n’a pas été¢ détecté chez les poissons de Maine River (délétion de 606
pb dans I’exon 7). Cet all¢le variant n’est observé qu’a 1’état hétérozygote. L’absence
d’homozygote pour ce variant est une preuve que la sélection a opéré dans la population de
poissons de Hudson River. La preuve que cet all¢le n’est pas un pseudogeéne a été apportée par
les auteurs.

Chez la gambusie, Gambusia affinis, exposée aux radionucléides, Shugart et
Theodorakis montrent que la structure génétique des populations exposées est plus similaire
que celle des populations des sites de références, ces conclusions reposent sur le calcul de la
distance génétique apres analyse RAPD et allozymes a 8 loci polymorphes. Les populations
exposées sont génétiquement divergentes des populations de référence. Dans une autre étude,
les mémes auteurs observent une plus faible incidence des cassures de I’ADN dans les
populations exposées ; ces populations présentent par ailleurs des Contaminant-Indicative
Bands (CIBs)(Fragments d’ADN amplifiés par RAPD et présents uniquement dans les
populations exposées) qui conféreraient un avantage sélectif puisque les individus ont une
meilleure fécondité et une meilleure survie (Shugart & Theodorakis, 1997-1998). Cependant les
CIBs devront étre séquencées pour connaitre leur identité moléculaire.

On peut citer I’étude de Ross et al. qui montre une application intéressante dans les
¢tudes environnementales. Une €tude sur site présentant une contamination métallique ancienne
datant de la fin du 19°™ siécle offre une opportunité unique pour examiner I’impact des
polluants sur les caractéristiques génétiques des populations. Utilisant la RAPD, les auteurs de
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cette ¢tude ont observé que la diversité génétique de crevettes, Leander intermedius, et
d’isopodes, Platynympha longicaudata, est diminuée dans le site trés pollué de Port Pirie (Sud
de I’ Australie) par rapport aux trois sites de références (Ross et al., 2002). Deux hypothéses ont
été envisagées pour expliquer cette baisse de diversité génétique : (i) une mortalité massive due
a la toxicité des métaux, indépendante du génotype et (ii) une extinction passée suivie d’une
colonisation et expansion par une autre population (autre forme de dérive génétique). La
réduction de diversité d’espéces et de densité a déja été observée sur ce site. L hypothése que
I’exposition aux métaux est responsable de la diminution de diversit¢ génétique dans la
population d’isopodes est renforcée par le fait suivant: lors d’exposition au laboratoire, les
isopodes pré-exposés (vivant initialement sur le site de Port Pirie) sont plus résistants aux
métaux par rapport aux isopodes des sites de référence. Par contre dans les expériences de
toxicité aigiie, les populations de L. intermedius de Port Pirie et des sites de référence
présentent des réponses identiques, ce qui suggére qu’il n’y aurait pas eu de sélection pour la
tolérance aux métaux comme 1I’a montré Kovatch (2000) chez les copepodes. Les auteurs
insistent sur 1’intérét d’avoir plusieurs sites de référence et plusieurs espéces pour rechercher
les effets des polluants sur la diversité génétique.

8.2. Variabilité génétique : bottleneck

Certaines études montrent un maintien de la diversité génétique ; d’autres une
modification de la diversité génétique. Dans ces derniers cas, les populations ne sont plus a
’équilibre de Hardy-Weinberg' car le taux d’hétérozygotes est diminué comme le montre
I’étude de Bataglia dans les populations de moules échantillonnées le long d’un gradient de
pollution de moules (Battaglia et al., 1980). Patarnello observe lui une plus forte proportion de
multi-homozygotes chez les barnacles vivants sur sites contaminés par les métaux lourds par
rapport aux sites de références (Patarnello et al., 1991). Ces résultats sont expliqués par un
bottleneck di a une diminution de la taille de la population suite a I’effet des contaminants.

Les modifications de diversité génétique se traduisent parfois par une augmentation
des individus hétérozygotes sur sites pollués comme le montre Roark et Brown (1996) chez les
poissons vivants sur sites contaminés par les métaux. Ceci peu-&tre expliqués par différents
mécanismes : bottleneck, sélection d’alléles spécifiques dii soit a une altération de la fréquence
des génes ou a un phénomeéne d’hétérosis, I’hétérosis étant définit comme un avantage des
hétérozygotes.

De nombreuses études montrent une corrélation entre variabilité génétique et
sensibilité aux polluants ou indice biotique (revue dans Belfiore & Anderson, 2001).

8.3. Variabilité génétique : mutations

En théorie, les mutations augmentant la variabilité génétique. Cependant, aucune
étude présente de telle conclusion. Seuls les travaux de Yauk et Quinn chez la mouette
montrent une modification des profils RAPD chez les jeunes vivants sur des sites urbains et
industriels (Hamilton Harbour, Ontario, Canada) (Yauk & Quinn, 1996). Les mémes auteurs
ont par la suite observé une augmentation du taux de mutations germinales de minisatellites
chez les individus a proximité d’aciéries (Yauk et al., 2000). La technique des minisatellites est
prometteuse pour mesurer le taux de mutations car le taux de mutations dans ces régions non
codantes est en général élevé et corrélé au taux de mutations dans les régions codantes
(Dubrova et al., 1998). Au niveau de la population, une augmentation du taux de mutation doit
entrainer une fréquence élevée d’alléles rares. En pratique, il faut mesurer 1’accumulation de
nouvelles mutations en évaluant: le génotype des parents et de la progéniture ou la fréquence de
nouveaux génotypes dans les gametes.

! La loi de Hardy-Weinberg stipule que les fréquences alléliques et les fréquences génotypiques (c'est a dire la

structure génétique de la population) restent stables de génération en génération. On dit alors que la population est
a l'équilibre et il existe une relation simple entre les fréquences alléliques et les fréquences génotypiques.
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9. Adaptation génétique ou tolérance ?

On sait que I’exposition chronique a un toxique entraine parfois un phénomene de
résistance. On distingue deux formes possibles de résistance :

» L’adaptation génétique intervient au niveau de la population. Il y a sélection
génétique d’individus plus résistants contribuant & une deuxiéme génération
encore plus résistante ; la constitution génétique de la population est donc
modifiée. Méme si les échelles de temps sont élevées lorsqu’il s’agit de
processus d’évolution, 1’adaptation a I’exposition de toxique peut étre plus
rapide que les changements stochastiques ou les pressions de sélection.
L’adaptation génétique par la sélection doit étre vérifiée expérimentalement
dans les générations suivantes par des expériences de croisement.

» L’acclimatation ou tolérance : elle intervient au niveau individuel. Les
organismes deviennent plus résistants a des toxiques, il s’agit d’une
conséquence a des expositions passées. C’est un mécanisme physiologique ou
épigénétique. Il peut disparaitre apres transfert des organismes en milieu moins
pollué.

Il est important de faire la différence entre ces deux processus car les conséquences ne
sont pas les mémes pour les populations. L’adaptation génétique doit étre vérifiée par des tests
sur plusieurs générations. La tolérance est détectée par la survie ou par des réponses
physiologiques différentielles.

9.1. Adaptation génétique

Cette adaptation génétique peut intervenir car la sélection intervient a un ou a trés peu
de loci et parce que les génotypes sont dominants. Chez le poisson, la gambusie est devenue
résistante aux insecticides organochlorés, dont le DDT, aprés exposition a des effluents
agricoles (Vinson et al., 1963); la résistance a été confirmée sur la progéniture et celle-ci est
résistante a sept insecticides (Boyd & Ferguson, 1964). Chez un oligochéte benthique d’eau
douce, Limnodrilus hoffmeisteri, exposé¢ naturellement a des concentrations ¢élevées de
contaminants métalliques d’origine industrielle, ’acquisition de résistance intervient en trois ou
quatre générations (Klerks & Levinton, 1987). Les invertébrés ont une durée de vie plus courte,
ils sont moins mobiles et souvent plus exposés a de plus fortes concentrations que les
populations de vertébrés. C’est donc un taxa de choix pour la recherche d’adaptation génétique.

9.2. Tolérance

Chez les organismes a durée de vie plus longues, une tolérance a la contamination
chimique est observée pour plusieurs especes de poissons (revue dans Wirgin & Waldman
2004). On peut citer le cas du Mummichog, Fundulus heteroclitus, qui a une tolérance élevée
au mercure (Weis & Weis, 1989), a la dioxine aux PCBs et aux HAPs (Prince & Cooper, 1995).
Les sédiments de Elizabeth River dans la zone de Atlantic Wood Industries ont des
concentrations 2500 fois plus élevées en HAPs que celles trouvées en amont. Les poissons
vivants sur ces sites sont adaptés alors que des poissons vivants dans un site de référence
présentent 100% de mortalité s’ils sont exposés a ces sédiments toxiques. Cette tolérance aux
HAPs peut s’expliquer génétiquement. Une étude des allozymes a montré que ces poissons sont
distincts par rapport a ceux d’autres sites de Elizabeth river (Mulvey et al., 2002; 2003) et cela
en tenant compte du facteur migration. De méme DI’ADNmt utilis¢ comme marqueur
moléculaire montre une corrélation significative entre la distance génétique (Fgsr) et la
concentration en HAPs.
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9.3. Co(t de la tolérance

La résistance ne doit pas se traduire sans un colit au niveau de I’évolution des
populations en terme de fitness. L’énergie investie dans les mécanismes adaptatifs n’étant pas
investie dans d’autres processus comme la croissance et la reproduction. Les conséquences
d’un tel compromis énergétique, trade-offs énergétique, sont chez ces individus une fitness
réduite. Cela peut aussi inclure une plus forte sensibilité aux autres stress environnementaux ou
une fitness réduite en absence de contaminants, voir une mortalité comme chez Chironomus
riparius (Groenendijk et al, 1999). La fécondité, le taux de croissance et les facteurs
démographiques sont altérés dans les populations résistantes par rapport aux populations
sensibles. Ce phénomeéne est décrit dans les études expérimentales. On peut citer les travaux
réalisés par Xie et Klerks chez la fondule, Heterandria formosa, ou une résistance au Cadmium
est observée apres sélection au laboratoire (Xie & Klerks, 2003). Le colt de la résistance se
traduit par une diminution du nombre de descendants dans la 3°™ et 4™ génération par rapport
aux populations de référence et une baisse de la fécondité en moyenne de 18%. La premiére
reproduction intervient plus tard et la durée de vie des femelles est plus courte également. Les
auteurs concluent que le colt de la fitness et les trade-offs sont associés a 1’évolution de la
résistance au cadmium. Ils doivent résulter de la maintenance des mécanismes de résistances ce
qui entraine des changements dans 1’allocation des ressources chez les poissons adaptés (Xie &
Klerks, 2004).

Chez le flet, la réponse génétique et physiologique a été étudiée dans plusieurs
estuaires contaminés (Seine, Loire, Gironde, Vilaine) et un estuaire moins contaminé, le Ster.
Des populations tolérantes sont observées, ce phénoméne de tolérance a la contamination
chimique est associé a une réduction de la fitness (baisse de fécondité, taux de croissance,
indice de condition) suggérant que la survie se traduit par un colit (Marchand ef al., 2004). Les
populations tolérantes présentent une diminution d’hétérozygotie multi-locus (allozymes :
PGM, GPI-2, MPI, IDHP, AAT-1, AAT-2), plus particuliérement pour les alléles PGM 85 et
AAT-1 95 en estuaire de Loire, Gironde et Vilaine ; en estuaire de Seine I’hétérozygotie est
maintenue. En sites pollués, ces alléles sont portés par des individus qui présentent une bonne
fitness et leur ADN est moins altéré dans les cellules sanguines (Laroche et al , 2002 ;
Marchand et al., 2003). Cette étude montre 1’évolution de populations de flets en estuaires trés
contaminés : deux populations sont mises en évidence, «sensible» et «résistante». La résistance
ici pourrait €tre la réponse a des expositions passées plus qu’a une pression de sélection.
Néanmoins ce phénomeéne n’a pas été démontré expérimentalement.
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10. Conclusion

Rechercher les effets des contaminants chimiques sur les populations aquatiques est
un projet difficile et ambitieux comme on le voit a travers cette synthése. Depuis plus de
quarante ans, les relations entre diminution d’hétérozygotie, modification des fréquences de
génotypes et fitness préoccupent les biologistes. Cette relation possible fait toujours 1’objet de
débats et aucun consensus n’a été trouvé.

La technique des allozymes a permis d’observer des modifications de profils
génétiques corrélées a la présence de contaminants chimiques, en particulier des métaux lourds.
Ces observations restent intrigantes et frustrantes car la nature génétique des modifications
n’est pas identifice.

L’adaptation génétique des especes en milieu contaminé a été observée a plusieurs
reprises. Ces études sont des exemples concrets des effets des contaminants chimiques au
niveau des populations. Ces études sont difficile a mener sur le terrain car elles nécessitent
d’étre réalisées sur plusieurs générations.

La tolérance peut étre détectée expérimentalement par la survie ou par des réponses
physiologiques différentielles entre les organismes adaptés et non adaptés a une contamination
chimique. Cette approche se distingue de 1’é¢tude de la diversité génétique a I’échelle de la
population car elle tient compte de réponses physiologiques individuelles. L’objectif étant
d’établir des relations «génotype-phénotype».

En France des études sont réalisées chez le flet et I’huitre en utilisant les allozymes.
Chez le flet, une étude de terrain montre une modification d’hétérozygotie multi-locus associée
a une diminution de fitness, sans démonstration expérimentale de tolérance. L’huitre, apres
étude expérimentale, est plus ou moins sensible aux polluants étudiés; il s’agit 1a d’une
approche au niveau de 1’individu plus qu’au niveau de la population.

Les marqueurs de diversité génétique ne sont pas a appliquer comme des
biomarqueurs. Comme leur nom 1’indique, ils caractérisent le pool génétique d’une population
et non I’effet d’un xénobiotique. Ils présentent 1’intérét de rendre compte de phénomenes non
décelables comme la survie différentielle et 1’histoire des populations. On recherchera un
bottleneck, un phénomeéne de sélection ou des mutations. Le choix des marqueurs génétiques
intervient a ce niveau. Les microsatellites et la technique AFLP sont des marqueurs neutres
qu’il faut privilégier car ils sont plus informatifs sur le polymorphisme que ne le sont les
allozymes. Néanmoins, certains auteurs utilisent les génes impliqués dans les mécanismes de
défense spécifique d’un contaminant (ex: métallothionéine) ou la fitness pour rechercher le
polymorphisme sur ces genes 1a (méthode du géne candidat).

Le choix de I’espéce est a considérer sur le plan des informations sur les séquences
de genes, des possibilités de maintenir les organismes en aquarium, du temps de génération
d’un adulte et du niveau d’exposition aux contaminants chimiques.

En dehors des considérations scientifiques, il faut savoir que le colit en investissement
matériel est élevé pour les microsatellites et les marqueurs moléculaires en général.
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