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Résumé

Etude de I'impact a court et & long terme des pyréthrinoides sur une exposition aux stades
précoces du Killifish turquoise (Nothobranchius furzeri) : approches comportementales et
moléculaires
Il a été prouvé que I'exposition aux neurotoxines pendant les premiers stades de la vie peut avoir
un impact sur le développement et les comportements a I'dge adulte. La perméthrine est l'un des
insecticides neurotoxiques les plus répandus dans un large éventail de domaines allant des usages
domestiques aux usages agricoles. En raison de son utilisation intensive, cette neurotoxine a un
impact negatif sur les organismes d'eau douce. L'objectif principal de cette étude est de déterminer
I'impact a court et a long terme d’une exposition a la perméthrine durant les stades précoces sur le
phénotype comme les traits d'histoire de vie, les comportements, I'expression des protéines, etc. Le
killifish turquoise (Nothobranchius furzeri), en raison de sa durée de vie extrémement courte de 4-
6 mois, semble étre le modele parfait pour cette étude. Pendant leur premiére semaine de vie, nous
avons exposeé des larves a 3 concentrations de perméthrine (0, 10 et 100 pg/L), nous avons ensuite
évalué I'impact a 3 ages différents : 1, 5 et 17 semaines apres I'éclosion. Comme N. furzeri est tres
territorial, nous avons effectué un test d'agressivité induite par miroir (MIA) évaluant le nombre de
morsures comme marque d'agressivité. Nos résultats montrent que la perméthrine est bien une
molécule toxique et nocive pour notre modele car elle réduit la probabilité de survie des larves lors
de I’exposition. Chez les adultes, les males, plus agressifs que les femelles, ont des comportements
agonistiques dépendants de leur age. Les plus jeunes préférent I’attaque, probablement pour
augmenter leurs chances de se reproduire, alors que les plus agés privilégient I’intimidation car le
rapport cout/bénéfice de I’attaque pour la reproduction ne serait plus avantageux. De plus, la
longueur relative de la nageoire anale des males covarie avec 1’agressivité. La concentration en
perméthrine semble impacter de maniere indirecte I’agressivité des males en agissant sur leur
morphologie et leur développement par I’intermédiaire d’une inhibition des génes codant pour le
récepteur androgene. Enfin, selon nos résultats, seul I’age influence I’expression génétique de nos
genes d’intérét (tollip et MeCP2). Cependant, des investigations plus profondes sur I’impact des
pyréthroides sur le phénotype de N. furzeri comme les traits d'histoire de vie, les comportements

ou encore lI'expression génétique seraient a envisager.



Summary

Investigation of the short- and long-term impact of pyrethroids on early-stage life exposure of the
turquoise Killifish (Nothobranchius furzeri): behavioral and molecular approaches

It has been proved that neurotoxin exposition, during early-life, can impact development and
adulthood behavior. Permethrin is one of the most common neurotoxic insecticide, in a wide range
of fields, from the domestic one to agricultural ones. Due to its extensive use, this neurotoxin has
negative impacts on freshwater organisms. The main goal of this study is to determine the short
and long-term impacts of permethrin on early-life exposed fish, and their phenotypes, including,
life history traits, behavior, protein expression, etc. The turquoise Killifish Nothobranchius furzeri,
because of its extreme short life span of 4-6 months, seems to be the perfect model for this study.
During their first week, post hatching, we exposed the larvae to 3 different concentrations of
permethrin (0, 10 and 100 pg/L). We then assessed the impact at 3 different time-points: 1, 5 and
17 weeks, post hatching. As N.furzeri is highly territorial, we conducted a mirror induced
aggressivity test (MIA), assessing number of bites as aggressivity marks. Our results show that
permethrin is indeed a toxic and harmful molecule as it reduces the probability of larval survival
upon exposure. Regarding the adults, males are more aggressive than females and they have
agonistic behavior depending on their age. Indeed, younger males prefer attacking, probably to
increase their chances of reproduction, whereas older males prefer intimidation because the
cost/benefit ratio of attacking for reproduction would no longer be advantageous. In addition, the
relative length of the anal fin of males, covaries with aggressiveness. The concentration of
permethrin seems to indirectly impact the aggressiveness of males by acting on their morphology
and development, through an inhibition of the genes coding for the androgen receptor. Finally,
according to our results, only age influences the gene expression of our genes of interest (tollip and
MeCP2). However, further investigations on the impact of pyrethroids on the phenotypes of N.

furzeri, including their life history traits, behavior or gene expression are needed.
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Liste d’abréviations

Acaurel Aire de la nageoire caudale relative a la taille du poisson a 5 ou 17semaines
Accll0 iAccgé\Iération moyenne (mm/s?) pendant les 10 premiers cycles de tapping a la
umiére
Accld0 iAccgé\Iération moyenne (mm/s?) pendant les 40 derniers cycles de tapping a la
umiére
Accélération moyenne (mm/s?) pendant les 10 premiers cycles de tapping a
Accol0 , o
l'obscurité
Accélération moyenne (mm/s2) pendant les 40 derniers cycles de tapping a
Acco40 , o
l'obscurité
ACP Analyse en Composantes Principales
ADN Acide DésoxyriboNucléique
Ajaunerel Aire de la tache jaune relative a la taille du poisson a 5 ou 17 semaines
Ajaunerelcau Aire de la tache jaune relative a l'aire de la nageoire caudale
Analrel Aire de la nageoire anale relative a la taille du poisson a 5 semaines ou 17
Apuprel Aire de la pupille du poisson relative a sa taille a 5 ou 17semaines
ARN Acide RiboNucléique
BMI Body Mass Index du poisson
C1 Concentration de 100pug/L en perméthrine
Cc2 Concentration de 10pg/L en perméthrine
Coh Cohorte du poisson (1 a7)
Conc Concentration en perméthrine (CTL - C1 - C2)
Croi0Ol Rapport des tailles entre 0 et 1 semaine
Croi017 Rapport des tailles entre 0 et 17 semaines
Croi05 Rapport des tailles entre 0 et 5 semaines
Croil2 Rapport des tailles entre 1 et 2 semaines
Croi2l7 Rapport des tailles entre 2 et 17 semaines
Croi25 Rapport des tailles entre 2 et 5 semaines
CTL Concentration de Opg/L en perméthrine
DDT Dichlorodiphényltrichloroéthane
Dist_lum Distance (cm) parcourue lors de l'openfield pendant les 20 minutes a la lumiére
Dist_obs Distance (cm) parcourue lors de l'openfield pendant les 20 minutes d'obscurité
Distance Distance (cm) parcourue lors du MIA
DMSO Diméthylsulfoxyde
eEF1A Gene codant pour le facteur d'élongation de la traduction eucaryote 1-alpha
eM Logarithme en base 10 du niveau d'expression du gene MeCP2
eT Logarithme en base 10 du niveau d'expression du géne tollip
KUL Katholieke Universiteit Leuven
LO Longueur (mm) du poisson a 0 semaine
L1 Longueur (mm) du poisson a 1 semaine
L17 Longueur (mm) du poisson a 17 semaines
L2 Longueur (mm) du poisson a 2 semaines

L5 Longueur (mm) du poisson a 5 semaines



Lanalrel
LC50
Lcaudrel
LEAP
MeCP2
MIA

NA

Nb_att
OMS
PAMP

PE

Poids
Poidscervrel
Poidsfoierel
Poidsgorel
PRR

ROS

S1

S17

S5

Sexe

SPE

TLR

tollip
Tps_ 1
Tps_Blum
Tps_Bobs
Tps_Clum
Tps_Cobs
Tps_moy
Tps_zonel
Tps_zone2
Tps_zone3
Tps_zone4d
UNamur
Week

Longueur de la nageoire anale relative a la longueur du poisson a 5 ou 17 semaines
Concentration pour laquelle 50% des individus sont décédés

Longueur de la nageoire caudale relative a la taille du poisson a 5 ou 17semaines
Laboratory of Evolutionary and Adaptative Physiology

Géne codant pour la protéine de liaison méthyl-CpG 2

Mirror Induced Aggressivity test

Donnée manquante

Nombre d'attaques sur les 15 minutes du MIA

Organisation Mondiale de la Santé

Motifs moléculaires associés aux agents pathogénes

Post-Eclosion

Poids (g) du poisson & 5 ou 17semaines

Poids du cerveau relatif au poids du poisson a 5 ou 17semaines

Poids du foie relatif au poids du poisson a 5 ou 17 semaines

Poids des gonades relatif au poids du poisson a 5 ou 17semaines

Récepteurs de reconnaissance de motifs

Espéces réactives de lI'oxygene

1 semaine

17 semaines

5 semaines

Sexe du poisson (M ou F)

Semaine Post-Eclosion

Toll-like receptors

Gene codant pour la Toll-interacting protéine

Temps (s) avant la premiére attaque lors du MIA

Temps (s) passé en bordure lors de l'openfield pendant les 20 minutes a la lumiere
Temps (s) passé en bordure lors de l'openfield pendant les 20 minutes d'obscurité
Temps (s) passé au centre lors de l'openfield pendant les 20 minutes a la lumiere
Temps (s) passé au centre lors de I'openfield pendant les 20 minutes d'obscurité
Temps moyen (s) entre attaques lors du MIA

Temps (s) passé dans la zone 1

Temps (s) passé dans la zone 2

Temps (s) passé dans la zone 3

Temps (s) passé dans la zone 4

Université de Namur

Age de test (S1 - S5 - S17)



Introduction

Perméthrine

Les pesticides regroupent un grand nombre de molécules a actions biocides diverses comme
les herbicides, les fongicides ou encore les insecticides (Grube et al., 2011). Leur utilisation a connu
un essor tres important durant le siecle dernier. En agriculture, ils ont permis d’augmenter les
rendements tout en réduisant les pertes. C’est pourquoi, ils font actuellement partie intégrante de
I’agriculture moderne, tant dans les pays en développement que les développés (Al-Saleh, 1995).
Les insecticides ont connu une trés forte innovation et commercialisation tout aussi importante
durant les années 1940 et 1950. En plus de fournir une aide en agriculture, ils ont permis de lutter
contre des maladies humaines transmises par des insectes telles que le typhus ou encore le
paludisme. Cependant, les insecticides n’avaient pas que des avantages. En effet, la toxicité que
leur utilisation représentait pour I’environnement et la santé humaine n’était absolument pas prise
en compte (Casida & Quistad, 1998). Il a fallu attendre 1962 et la publication du « Printemps
Silencieux » de Rachel Carson pour que le grand public prenne conscience du danger que
représentaient les insecticides, et plus particulierement les organochlorés comme le DDT, pour
I’homme et I’environnement. Cette prise de conscience a permis ’apparition d’organismes de
régulation et/ou de recherches tant au niveau national qu’international comme le « Natural
Environment Research Council » aux Royaume-Unis ou encore le Club de Rome (Casida &
Quistad, 1998; Dunn, 2012; Gay, 2012; Krebs et al., 1999). Cependant, malgré la prise de
conscience de la population, notre utilisation d’insecticides n’a pas diminué depuis les années 1960.
En effet, le marché des insecticides, qui en 2007 représentait 28 pourcents du marché mondial des
pesticides, s’¢levait a prés de 11 milliards de dollars (Grube et al., 2011) pour pres de 405 milles

tonnes d’insecticides utilisées (Yoo et al., 2016).

Afin de répondre aux nouvelles attentes de la population, I’industrie des pesticides a décidé
de remplacer les insecticides organophosphorés, qui eux-mémes avaient remplace les
organochlorés comme le DDT, par des molécules supposées présenter une plus faible toxicité pour
les vertébrés et principalement les mammiféres tout en garantissant une action efficace sur les
invertébrés méme a faible concentration (Aznar-Alemany & Eljarrat, 2020; Power & Sudakin,
2007). Ces molécules de synthese, les pyréthroides, sont actuellement considérées comme

appartenant aux insecticides les plus sdrs disponibles sur le marché (Dorman & Beasley, 1991;



Katsuda, 1999). Cependant, il a fallu attendre les années 1970 pour qu’ils soient utilisés en
agriculture en plus des produits ménagers comme les antimoustiques et les shampooings (Aznar-
Alemany & Eljarrat, 2020; Tang et al., 2018). En 1990, ils occupaient déja 23% du marché mondial
des insecticides (Soderlund et al., 2002). En 2016, ils représentaient un marché de 1633 millions
de dollars, qui devrait valoir 2238 millions d’ici a 2023 (QYResearch Group, 2017).

Les pyréthroides sont des molécules de synthése qui copient un insecticide naturel produit
dans les fleurs de Chrysanthemum cinerariaefolium, la pyréthrine (Palmquist et al., 2012). Les
scientifiques les ont classés en deux grands groupes suivant leur structure chimique. Dans le
premier, les pyréthroides sont caractérisés par un ester carboxylique sur le cyclopropane et sont
appelés pyréthroides de type I alors que dans le second, les pyréthroides de type I, un groupement
nitrile a été ajouté en position a. De plus, la majorité de ces molécules de synthese sont
hydrophobes, photosensibles et possedent differents isomeres dont la toxicité est variable (Aznar-
Alemany & Eljarrat, 2020; Nasuti et al., 2003). De maniére générale, les pyréthroides agissent en
créant des interactions avec les canaux sodiques ou encore les ATPases et sont considérés comme

des molécules neurotoxiques (Dorman & Beasley, 1991).

La perméthrine fat le premier pyréthroides a avoir été utilisé en agriculture pour ses
propriétés stables face a la lumiere (Katsuda, 1999; Soderlund et al., 2002). Ce pyréthroide de type
I dont la formule chimique est C2:H2003Cl> possede une masse molaire de 391,3 grammes par mol
et une demi-vie de 13 jours (Figure 1) (Aznar-Alemany & Eljarrat, 2020). On retrouve aussi cette

cl molécule dans des produits a destination de

cl \ \/O\ /@ I’homme. En effet, la perméthrine est utilisée en
° o meédecine humaine dans des traitements scabicides

o (contre la gale : Sarcoptes scabiei) et pédiculicides

Figure 1 — Molécule de perméthrine (Soderlund et (contre les poux : Pediculus sp.) sous forme de
al 2002) créme a 5% ou de lotion & 1%. Tant chez I’adulte
que chez I’enfant elle est reconnue par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé¢) comme étant
un medicament essentiel (Hamm et al., 2006; Kennedy et al., 2005; OMS, 2011a, 2011b). Elle est
également utilisée pour imprégner des vétements militaires (Appel et al., 2008) ou encore des
moustiquaires de lit afin d’aider a lutter contre le paludisme (Phillips-Howard et al., 2003). On la

retrouve aussi dans des produits a destination des animaux de compagnie comme les produits



antipuces et anti-tiques pour chien alors qu’elle est extrémement toxique, voire mortelle, pour les
chats (Richardson, 2000). La perméthrine est tellement utilisée dans la vie de tous les jours que
c’est I’insecticide le plus fréquemment retrouvé dans les poussiéres des maisons avec 1062
nanogrammes de perméthrine par gramme de poussiére (Deziel et al., 2015) mais aussi dans
I’environnement a des concentrations assez variables (Tang et al., 2018). Des scientifiques ont
trouvé des concentrations en perméthrine de 5 ng/L dans des riviéres (Donald P. Weston & Lydy,
2010) mais aussi de 125 ng/L dans des eaux de ruissellement urbaines dans les environs de
Sacramento en Californie (D. P. Weston et al., 2009). Cependant, en s’accumulant dans les
sédiments, la perméthrine peut se retrouver a des concentrations encore plus élevées. Par exemple,
a Sacramento aux Etats-Unis, on a retrouvé 539 nanogrammes de perméthrine par gramme de poids
sec de sédiments (D. P. Weston et al., 2009) ou encore, a Osun au Niger, ou des concentrations de
375 700 ng/g ont pu étre mesurées (Olutona et al., 2016). Cette surutilisation des insecticides
présente donc une menace importante pour la biodiversité de I’environnement et surtout des
milieux dulcicoles particulierement impactés par cette surconsommation (Stehle & Schulz, 2015;
Q. Zhang et al., 2017). Afin d’éviter ’apparition de résistance face a la perméthrine chez les
insectes, ’OMS recommande de ne plus utiliser cette molécule comme larvicide dans 1’eau de
boisson et que, si elle y est présente, sa concentration ne doit pas dépasser 0,3 mg/L (WHO - World
Health Organization, 2017). Dans certaines villes, la permeéthrine dépasse généralement les valeurs
limites de référence en phase aqueuse dans les eaux de ruissellement que ce soit pour une exposition
aiglie ou chronique, respectivement de 19,5 ng/L et 1,4 ng/L, mais aussi dans les sediments, 7,4

pa/kg (valeurs limites disponibles en ligne sur https://static.magic.eco/urba) (Stehle et al., 2019).

Bien que la perméthrine n’aurait que peu d’effet sur les mammiferes, elle pourrait quand
méme étre dangereuse pour eux. En effet des chercheurs ont démontré 1’existence d’un transfert
trophique de la perméthrine d’arthropodes dulcicoles aux poissons carnivores comme Menidia
beryllina (Derby et al., 2021). Certains de ces arthropodes tels que Hyalella azteca , par une
surexposition a la perméthrine, sont devenus résistants et sont capables de bioaccumuler la
perméthrine plus que d’autres organismes ce qui représente un risque plus important pour les
niveaux trophiques supérieurs tels que les poissons carnivores (Huff Hartz et al., 2021; Muggelberg
et al., 2017). Par I’intermédiaire de ceux-ci, les mammiferes mais aussi les oiseaux, pourraient étre
exposés a de treés fortes concentrations en perméthrine. Cependant, trés peu d’études s’intéressent

a cette problématique. Avant d’étudier la bioamplification de la perméthrine le long des chaines
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trophiques dulcicoles, il est intéressant de comprendre et découvrir tous les impacts de cette
molécule sur les différents niveaux trophiques. Il a été démontré que chez certains poissons, la
perméthrine pouvait avoir des impacts tres importants sur le fitness. En effet, une exposition
embryonnaire a la perméthrine chez le poisson zebre affecterait le développement en perturbant la
signalisation endocrine (Q. Zhang et al., 2017) et augmenterait entre autre I’agressivité a 1’age
adulte (Nunes et al., 2020). Cependant, méme si certaines études ont montré I’impact a 1’age adulte
d’une exposition aux premiers stades de vie a la perméthrine chez les vertébrés, ce domaine de
recherche reste lui aussi fortement sous étudié. Il nous semble donc intéressant d’étudier I’impact
sur le court, moyen et long terme d’une exposition a la perméthrine durant la premiere semaine de

vie. C’est-a-dire du stade juvénile a celui de vieillesse avancée.

Vieillesse

Pour pouvoir déterminer le stade de vieillesse avancée, il est important de définir le concept
de vieillesse/vieillissement et ce qu’il implique. En 1991, Michael R. Rose I’a défini comme étant
« un déclin persistant des composantes de la condition physique d'un organisme en fonction de son
age, da a une détérioration physiologique interne » qui s’accompagne entre autre d’une réduction
de la probabilité de se reproduire ainsi que de survivre (Rose, 1991). Il existe une approche plus
moléculaire qui explique le vieillissement comme étant une diminution post-puberté de la fidélité
moléculaire, ¢’est-a-dire I’apparition d’erreurs lors de la réplication ou transcription de I’ ADN mais
aussi lors de la synthése protéique, qui conduit a la mort suite a une perte de fonction (Sen et al.,
2016). Dans ce mémoire, ce sera plus la seconde définition du vieillissement qui sera utilisée bien
qu’elle n’exclut pas I’autre. De plus, il semblerait que le vieillissement ne soit pas uniforme dans
les tissus d’un individu et qu’il n’existe pas de paramétre unique pour le mesurer (Cohen et al.,

2020).

Si les causes précises du vieillissement ne sont toujours pas connues et sont sujettes a débat
dans la communauté scientifique, de nombreuses théories existent tels que la théorie des radicaux
libres, la longévité programmée ou 1’accumulation de mutations (Longo et al., 2005). Cependant,
les scientifiques s’accordent actuellement sur deux grandes théories pour le vieillissement chez les
mammiféres dont 1’étre humain. La premiere, appelée la théorie moderne du vieillissement
programmé, part du principe que le vieillissement résulte d’un programme biologique dont le

résultat est la mort de I’individu. Ce programme, en limitant la durée de vie au-dessus de I’optimum
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de I’espéce, aurait été sélectionné au cours de I’évolution car il fournirait un avantage évolutif
direct a cette derniére (Goldsmith, 2014; K. Jin, 2010). Cela n’est pas sans rappeler la sélection de
groupe par laquelle un allele appelé « altruiste » qui présente un désavantage pour I’individu se
maintient et s’impose dans la population car il apporte un avantage a celle-ci (Smith, 1976). Ainsi,
les maladies apparaissant avec I’dge comme les cancers ou encore Alzheimer seraient une
conséquence collatérale de cette programmation (Goldsmith, 2016). Cependant, cette théorie ne
fait pas 'unanimité et est considérée par certains comme fausse (de Grey, 2015; Kirkwood &
Melov, 2011). La deuxiéme grande théorie moderne du vieillissement réunit les theéories de
dommages et d’erreurs. Ces derniéres
Damage Damage Damage

expliquent le vieillissement par une accumulation dilution accumulation
diminution  des  capacités  de '

000

I’organisme a lutter contre les stress Vo

environnementaux, ce qui  se

caracterise par une accumulation Figure 2 — Principe de la dilution lors de la division cellulaire
d’erreurs et de dommages qui (Gladyshev, 2012)

conduirait a la dégénérescence cellulaire (Goldsmith, 2014; K. Jin, 2010). Cette théorie est
soutenue par différentes publications qui tentent de démontrer 1’existence d’un lien entre le
vieillissement et les dommages a I’ADN (Acide DésoxyriboNucleique) (Schumacher et al., 2021).
Cependant, cette accumulation d’erreurs serait, chez les organismes multicellulaires, partiellement
contrebalancées par le phénomene de dilution résultant de la division cellulaire (Figure 2)

(Gladyshev, 2012). Si les deux grandes théories semblent intéressantes, actuellement, aucune n’est

préférée a 1’autre (Cohen et al., 2020).

Si les causes du vieillissement sont toujours sujettes a débat, ses caractéristiques sont quant
a elles relativement bien connues. On y retrouve par exemple, un dysfonctionnement
mitochondrial, la sénescence cellulaire, la détérioration de la communication intercellulaire ou
encore les altérations épigéniques (Lopez-Otin et al., 2013). Ces dernieres semblent caractériser le

vieillissement de tous les mammiféres (Maegawa et al., 2010)

Nothobranchius furzeri

L’étude des impacts d’une exposition d’individu a la perméthrine durant les premiers stades

de vie ne peut étre réalisée avec des modeles in-vitro ou in-silico, elle demande obligatoirement
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I’utilisation d’étres vivants. Or depuis que les scientifiques s’intéressent aux causes et effets de la
vieillesse, de nombreux modeles animaux ont eté utilisés tant chez les invertébrés comme le
nématode Caenorhabditis elegans (Aalto et al., 2018; Ben-Zvi et al., 2009) ou encore la drosophile
Drosophila melanogaster (Deepashree et al., 2019; Pacifico et al., 2018) que chez les vertébrés
tels que le rat Rattus norvegicus domesticus (Aguiar et al., 2011; Braidy et al., 2015) ou la souris
Mus musculus (Newman et al., 2017; Shuboni-Mulligan et al., 2021). Cependant, I’étude du
vieillissement chez les vertébrés posséde une limitation importante, c’est la durée de vie des
individus modéles (Hartmann et al., 2009). En effet, la durée de vie moyenne d’une souris est de
trois ans (Bomsel, n.d.-b) alors que celle du rat d’environ Sans (Bomsel, n.d.-a). Depuis quelques
années, une nouvelle espéce de vertébrés relativement petite, capable de se reproduire en captivité
et de faire son cycle de vie en moins d’un an semble particulierement prometteuse comme modéle
animal pour le vieillissement, ¢’est Nothobranchius furzeri aussi appele Killifish turquoise
(Valdesalici & Cellerino, 2003; Dario Riccardo Valenzano et al., 2009).

Ce petit poisson, que I’on retrouve dans la région comprise entre le fleuve Savé au
Mozambique et les monts Lebombo d’Afrique du Sud, fait partie de 1’ordre des
Cyprinodontiformes (Cellerino et al., 2016). Habitant des plans d’eau éphémeéres, le killifish
turquoise a évolué afin de pouvoir réaliser I’entiéreté de son cycle de vie durant la saison des pluies
(Blazek et al., 2013; Terzibasi Tozzini et al., 2013). C’est pourquoi sa durée de vie n’excéderait
pas maximum 9 mois et de maniere générale, sa médiane est inférieure a 6 mois (Polacik et al.,
2016). De plus, ce poisson posséde un développement tres rapide, il atteint sa maturité sexuelle
quatre a cinq semaines apres son éclosion (Platzer & Englert, 2016). Ainsi, N. furzeri représente
un modeéle pour le vieillissement trés intéressant. C’est pourquoi de nombreuses recherches ont
déja etudié les modifications physiologiques, comportementales et génétiques liées au

vieillissement chez ce poisson (Di Cicco et al., 2011; Hartmann et al., 2011; Tozzini et al., 2012).

Afin de pouvoir survivre a la dessication durant la saison séche, les ceufs de N. furzeri qui
sont enfouis dans le sol, possedent un chorion extrémement épais et dure (Cellerino et al., 2016) et
les embryons sont capables d’entrer en diapause (arrét temporaire du développement
embryonnaire) a différentes reprises (Figure 3) (Blazek et al., 2013; Furness, 2016). Dans cet état

de dormance, ’embryon peut attendre entre 10 mois et plus d’un an le retour de conditions
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Rainy season o Dry season favorables a son développement (Platzer

et & Englert, 2016). Il existe trois
Adult male oo 1-cell stage . . , .
m@% 2) " oispersedphase  A1APAUSES  différentes chez le Killifish
® ik i el ] diapause |
X YES- > - -
<5 2 a3 turquoise (Cellerino et al., 2016; Platzer
%3/

\m/J e & Englert, 2016). La diapause | a lieu

Adult female diapause I . .
. = durant la phase de dispersion des
Do, .- \
juvenile 4 ':“3 ) — cellules, c’est-a-dire peu de temps apres
e £ 2 organogenesis , .
Hachlng | oge la fécondation. La seconde, peut durer de

diapause Il

Figure 3 — Cycle de vie du killifish turquoise (Nothobranchius deux jours a trois ans et prend place

furzeri) (Platzer & Englert, 2016) durant la phase somitique. Enfin, la
diapause 111 a lieu juste avant la phase d’éclosion (Cellerino et al., 2016; Platzer & Englert, 2016).
Dans des bonnes conditions d’incubation, I’embryon est capable de se développer sans passer par
les trois diapauses (Martin Reichard & Polacik, 2019). Cependant, face a la variabilité des
conditions environnementales, les embryons de Nothobranchius sont susceptibles de maintenir leur
diapause méme lorsque les conditions environnementales redeviennent favorables. Cette stratégie
fait partie du « bet-hedging » et assure la perpétuité d’une population dans le cas d’un retour de

conditions favorables de trop courte durée, ainsi les ceufs non éclos pourront éclore plus tard, lors

de bonnes conditions définitives (Furness et al., 2015; Pinceel et al., 2015).

En fonction du point d’eau d’origine, différentes lignées de N. furzeri ont pu étre identifiées
comme les lignées MZCS 222, MZM-0703 ou encore GRZ
qui sont caractérisees par des phénotypes différents allant
d’exclusivement rouge pour MZM-0703 a exclusivement
jaune pour GRZ en passant par un phénotype intermédiaire
pouvant étre jaune ou rouge pour MZCS 222 (Cellerino et
al., 2016). La lignée GRZ (Figure 4) est issue des premiers
individus qui ont été capturés en 1968 dans le Sazale Pan du
parc national de Gonarezhou au Zimbabwe. Un des
avantages de celle-ci est qu’au fil des reproductions en

captivité, il semble qu’elle soit devenue presque entiérement

homozygote ce qui permet de réduire drastiquement la  Figure 4 — Male (A) et femelle (B)

S e . . N.furzeri, lignée GRZ (Polacik et al.,
variabilite génetique (Dario Riccardo Valenzano etal., 2009). 54,
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Enfin, 'enticreté du génome de cette espece de cette lignée a été¢ séquencé et annoté, et la
publication d’outils de manipulation génétique en open source renforce I’intérét de son utilisation
en laboratoire (Reichwald et al., 2015; Dario Riccardo Valenzano et al., 2015). Ces caractéristiques
mises ensemble facilitent donc 1’étude de I’expression génétique et des modifications épigénétiques

en fonction de ’environnement ou encore du stade de vie.

Le Killifish turquoise présente un comportement agressif trés prononcé, surtout chez les
males (Graf et al., 2010). En effet, des combats trés violents dont le but est d’établir une hiérarchie
entre les males ont été observés (Genade et al., 2005). Cette derniére se base premierement sur la
taille des individus et permet de déterminer qui a la possession des zones de fraies et la priorité sur
les femelles (Haas, 1976; Polacik & Reichard, 2009). De plus, il semble que les interactions
sociales jouent un réle important pour I’agressivité chez N. furzeri. En effet, il a été montré que les
individus éleves seuls présentaient une agressivite plus elevée que ceux élevés en groupe (Thoré et
al., 2020). Les comportements agonistiques de cette espéce ne se limitent cependant pas a I’attaque
frontale d’un congéneére car des parades d’intimidation ou encore des combats latéraux ont été
rapportés (Polacik & Podrabsky, 2015). Le comportement agressif est particulierement intéressant
a étudier car il semble étre en lien avec le fitness des organismes (Ariyomo & Watt, 2012). C’est
pourquoi, dans cette étude, nous avons porté notre intérét dans le choix de ce modele biologique et

de I’étude du comportement agressif.

Moléculaire

Dans cette étude, nous avons décidé d’évaluer les modifications comportementales et
d’expressions génétiques a différents stades de vie qui sont induites par une exposition a la
perméthrine durant le stade juvénile chez Nothobranchius furzeri. La taille génome de ce dernier
est connu et 25 135 génes sont actuellement recensés (valeurs disponibles en ligne sur

https://www.nchi.nlm.nih.gov/labs/gquery/all/?term=Nothobranchius%20furzeri). Nous avons

pris I'initiative de nous focaliser uniquement sur deux géenes d’intérét (MeCP2 et tollip) liés a

I’agressivité, au vieillissement et a une exposition a un pyréthroide de synthése.

Le géne MeCP2 code pour la protéine de liaison méthyl-CpG 2 découverte en 1992 et qui
reconnait et lie I’ADN méthylé. Cette derniére, en se liant a ’ADN et en rendant la chromatine
inactive, est un répresseur de long terme de la transcription (Meehan et al., 1992). 1l a été démontré

que la protéine MeCP2 régulait les comportements agressifs (Tantra et al., 2014) et qu’elle n’était
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retrouvée que chez les vertébrés (Guy et al., 2011). De plus, il semblerait qu’il existe un lien entre
I’apparition de mutation sur ce gene et le syndrome de Rett (Agarwal et al., 2011), une maladie se
caractérisant par des troubles neurologiques et du développement cérébral graves (Hagberg, 1995;
Laurvick et al., 2006; Pietri et al., 2013). Le géne MeCP2 étant présent sur le chromosome sexuel
X, le syndrome de Rett n’a pu étre observé que chez des femmes car il semblerait que tout individu
méle mutant ne soit pas viable (Cheung et al., 2011; Hagberg et al., 1983; Pietri et al., 2013). Il a
¢té démontré chez les rats qu’une exposition a la perméthrine durant les premiéres semaines de vie
induisait une augmentation de I’expression du géne MeCP2 (Bordoni et al., 2019). Chez le poisson
zébre, I’exposition a la perméthrine a 1’état embryonnaire augmentait de maniére significative
I’agressivité chez I’adulte. Les effets déléteres de la perméthrine sur le systéme nerveux semblent
donc étre persistants chez I’adulte (Nunes et al., 2020). Le gene MeCP2 est donc bien lié a

I’agressivité et au vieillissement de I’individu mais aussi a une exposition a la perméthrine.

Un autre géne nous apparaissant comme étant tres intéressant a étudier est celui codant pour
la Toll-interacting proteine (tollip) qui intervient dans le systéme immunitaire inné. Ce systeme,
qui est la premiére ligne de défense d’un organisme face aux pathogénes, est apparu tot dans
I’évolution et se compose des épithéliums, de cellules phagocytaires ainsi que de récepteurs
reconnaissant les pathogenes (Staros, 2005). Les récepteurs les mieux connus sont les récepteurs
de reconnaissance de motifs (PRR) qui ont la capacité de reconnaitre les motifs moléculaires
associés aux agents pathogenes (PAMP) qui sont des molécules invariables spécifiques a chaque
type de pathogénes. Parmi ces PRR, on retrouve entre autres les Toll-like receptors (TLR), trés
bien connus et conservés chez les mammiféeres mais aussi chez les poissons téléostéens (Aoki et
al., 2008; Capelluto, 2012; Iwasaki & Medzhitov, 2004; Purcell et al., 2006). Le géne tollip code
pour la protéine du méme nom qui permet la régulation fine de la réponse immunitaire innée. Pour
ce faire, cette protéine régule négativement la production de cytokines inflammatoires comme IL-
6 et de TNF-a en réponse a I'IL-1p et au TLR4 liant des lipopolysaccharides ce qui diminue voire
blogue la signalisation pro-inflammatoire (G. Zhang & Ghosh, 2002). Il a été démontré chez les
embryons de poisson zebre qu’une exposition a une molécule neurotoxique comme la perméthrine
induisait une réponse immunitaire en activant I’expression des génes codant pour des cytokines
(Jin et al., 2010). De plus, le niveau d’expression de ce géne diminuerait avec ’age de I’individu
comme Cribb sets ses collaborateurs I’ont montré sur des cerveaux humains (Cribbs et al., 2012).

Enfin, il existerait un lien entre le niveau d’agressivité d’un individu et sa réponse immunitaire. En
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effet, il a été montré que le niveau de méthylation du geéne tollip était 40% plus élevé chez les
individus agressifs (Carion, 2019). Il est donc intéressant d’étudier I’expression de ce gene a la
suite d’une exposition a la perméthrine chez Nothobranchius furzeri car il est important pour la

régulation de la réponse immunitaire innée.

Objectifs

L’objectif principal de ce mémoire est de déterminer 1I’impact sur le comportement agressif
a court et long terme d’une exposition a une molécule neurotoxique couramment utilisée, la
perméthrine, chez le killifish turquoise (Nothobranchius furzeri). A cette fin, nous avons dégagé

plusieurs objectifs secondaires :

- Déterminer s’il existe une corrélation entre une exposition a la perméthrine et le
comportement agressif des individus adultes. Pour cela, nous allons réaliser un test
d’agressivité en mettant les poissons agés de 5 et 17 semaines en présence d’un miroir afin
de mesurer les comportements agressifs (attaques).

- Déterminer s’il existe un lien entre une exposition a la perméthrine et les traits d’histoire
de vie des individus aux stades larvaires et adultes. Pour ce faire, nous allons analyser leur
taille, leur croissance ainsi que leur capacité de mouvement.

- Déterminer s’il existe un lien entre une exposition a la perméthrine et I’expression
génétique de certains génes d’intérét des individus aux stades larvaires et adultes. A cette
fin, nous allons réaliser des tests qPCR’s sur les cerveaux des individus euthanasiés en fin
d’expérience afin de mettre en évidence le niveau d’expression des genes ciblés dans

I’étude (ici MeCP2 et tollip).
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Matériel et méthodes

Poissons d’expérience

Les poissons utilisés pour la réalisation de cette étude appartiennent a la lignée GRZ_AD
de I’espéce Nothobranchius furzeri élevés au laboratoire de Frédéric Silvestre : Laboratory of
Evolutionary and Adaptative Physiology (LEAP) a I’Université de Namur (UNamur - Belgique).
Ils sont maintenus dans une salle climatisée a 28 +/- 1°C pour une humidité de I’air relative de 50%
et un cycle de 12 heures de lumieére et 12 d’obscurité. Dés I’éclosion, les poissons sont nourris deux
fois par jour ad libitum avec des Artemias vivantes et dés leur troisieme semaine de vie, ils
recoivent en plus, une fois par jour, des vers de vase congelés. Cette expérience a été validée par
le Comité local d'éthique de la recherche de I'Université de Namur et son numéro d’agrément est
KE20352.

Nous avons
décidé d’étudier I’'impact
d’une exposition a la .
perméthrine a trois stades '
de vie différents du 000000 00

killifish  turquoise : 1

o o000 00

semaine, 5 semaines et Bleu de meth 1% H,0,1%
17 semaines post " P —
éclosion  (SPE). Par B ﬁ""——j Smin
groupe d’age, 60

individus ont été élevés. Figure 5 — Protocole de reproduction, récolte et entretien des ceufs.

Ces poissons sont la seconde génération d’un croisement entre des individus du LEAP et des
laboratoires de la Katholieke Universiteit Leuven (KUL - Belgique). Le protocole que nous avons
utilisé pour la reproduction, la récolte et I’entretien des ceufs est modifié a partir de celui de Polac¢ik
et al. (Figure 5) (Polacik et al., 2016). Nous avons ainsi pu récolter pres de 3000 ceufs. Vu le grand
nombre de poissons nécessaires a cette expérience et afin de pouvoir réaliser les manipulations
dans des conditions optimales, nous avons divisé les éclosions en 7 cohortes distinctes. Toutes les
cohortes ont été élevées et manipulées dans les mémes conditions avec un décalage d’une semaine

entre chaque.
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Perméthrine

Trois milieux d’exposition ont été étudiés : 0 pg/L, 10 pg/L et 100 pg/L dans I’eau du
systéme d’¢levage avec 0,01% de DMSO (Annexe 1). La perméthrine étant instable a la lumiere,
nos milieux d’expositions étaient renouvelés quotidiennement avec de la solution fraiche réalisée
extemporanément a partir d une solution stock. Cette solution stock a été réalisée en diluant 250mg
de poudre (Sigma-Aldrich, 45614-250MG - Permethrin, PESTANAL®, analytical standard) dans
5 mL de DMSO 100%, soit une solution stock de 50mg/ml stockée a 4°C dans le noir.

A partir du troisieme jour post-éclosion (J3PE), les individus ont été placés
individuellement dans des plaques 6 puits contenant 10 mL de solution par puits. Le milieu était
renouvelé & 100% tous les matins et le soir, a seulement 50% (& partir de la solution préparée le
matin) en vue de retirer les Artemias mortes et les déjections. A la fin de I’exposition, JIOPE, les
larves etaient placées dans des bocaux en verre de 200 mL remplis avec de I’eau du systeme
pendant une semaine. A J17PE, les jeunes poissons étaient places dans des aquariums remplis a 2L
avec de I’eau du systéme. Tous les deux jours, un siphonage complet des détritus etait effectué,
renouvelant ainsi le volume avec environ 30% d’eau fraiche. De plus, une fois par semaine, un

renouvellement d’eau a 80% était effectué.

Morphologie

Afin de pouvoir mesurer la croissance des individus au cours du temps, les poissons ont été
photographiés (Huawei P9 lite) a J3PE, J1OPE et J17PE ainsi que le jour de leur euthanasie a 1, 5
ou 17 SPE. Par la suite, différentes mesures ont été réalisées sur tous les poissons individuellement
a I’aide du logiciel ImagelJ (Schneider et al., 2012). Pour chagque photo, nous avons mesuré la taille

des individus du bout du museau a la base de la queue. Ensuite, pour les adultes males et femelles,

Légende

[ Aire de la pupille
Aire de la tache jaune
Aire de la nageoire caudale
Aire de la nageoire anale

Longueur du corps
Longueur de la nageoire caudale

Longueur de la nageoire anale

Figure 6 — Schéma d’un Kkillifish turquoise (N. furzeri) male adulte illustrant les mesures
morphologiques réalisées a partir des photos des individus.
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au jour de leur euthanasie, nous avons mesuré 1’aire de leur pupille. Pour les adultes méles, nous
nous sommes aussi intéresses a la longueur des nageoires anale et caudale (de la base a I’extrémité)
ainsi qu’a leur aire respective et a celle de la tache jaune présente sur la nageoire caudale (Figure
6).

Tests

M.LA. (Mirror Induced Aggressivity)

Pour mesurer ’agressivité des individus adultes (S5 et S17), nous avons décidé de réaliser
une variante du « Mirror Induced Aggressivity test » (MIA), type de test utilisé depuis plusieurs
décennies en vue de pouvoir mesurer le caractére agressif d’un individu (Fontana et al., 2016;
Gerlai et al., 2000; Norton & Gutiérrez, 2019). Les poissons sont placés individuellement dans des
aquariums opaques a fond transparent de 20,5 cm de longueur pour 19 de largeur et 15 de hauteur
dont une des faces internes est remplacée par un miroir (Figure 7). La source lumineuse utilisee

pour éclairer les aquariums est placée sous une plaque translucide blanche sur laquelle les

A o e = aguariums sont posés. Les caméras (Sony
HDR-CX625) servant a enregistrer le test

% [ sont positionnées au-dessus, a la verticale

N

20,5 cm
20,5 em

des aquariums. Les aquariums sont remplis
avec de I’eau du systéme (28°C, 600usm),

le volume d’eau ne doit pas permettre les

Acclimatation Test
Jocm cry

déplacements verticaux des individus mais
garantir 1’immersion totale du poisson

toutes nageoires depliées.

20,5 cm
ﬁ
205 cm

Pendant 10 minutes le poisson est
placé, dans I’aquarium, dans un tube en

PVC couvert d’un couvercle afin

Acclimatation Test

Figure 7—A) Représentation d’un aquarium du MIApourles ~ d’empécher toute perturbation extérieure
individus S5. En orange, le miroir. En acclimatation, le
disque rouge correspond au cylindre en PVC. En test, les
zones 1, 2, 3 et 4 sont des zones virtuelles. B) I’individu est filmé pendant 15 minutes. Les
Représentation d’un aquarium du MIA pour les individus
S17. En orange, le miroir. En acclimatation, le disque rouge
correspond au cylindre en PVC. En test, les zones 1, 2 et 3 gréce au Iogiciel de video-tracking
sont des zones virtuelles.

(Figure 7). Aprées ce temps d’acclimatation,

vidéos récoltées sont ensuite analysées
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EthoVisionXT 15™. Pour chaque vidéo, et donc chaque poisson, nous avons délimité
virtuellement différentes zones dans I’aquarium. La zone 1, la plus proche du miroir, a une largeur
égale a la taille moyenne des poissons de cet age, la zone 2, a 2 fois cette taille et la zone 3 a trois
fois (Figure 7). Nous avons ainsi observé le temps passé dans chaque zone et la distance parcourue
lors du MIA. Le nombre d’attaques (c-a-d morsures) envers son reflet sur le miroir ainsi que la
latence avant la premiére attaque et le temps moyen entre deux ont été mesurés grace au logiciel
ODRec (Observational Data Recorder)

Thigmotaxie en Jour/Nuit et test de sursaut

Nous nous sommes intéresses a la locomotion et la thigmotaxie des larves (S1) pendant le
jour et la nuit. Pour cela, nous avons utilisé la DanioVision de chez Noldus pour réaliser un test
d’openfield. Les individus ont été places individuellement dans des puits de plaques 6 puits, placées
dans la « DanioVision Observation Chamber », véritable boite noire dont tous les paramétres
environnementaux peuvent étre contrélés. Les poissons sont alors filmés par la caméra de cette
chambre et les vidéos analysées grace au logiciel de video-tracking EthoVisionXT 15™. Aprés 5
minutes d’acclimatation a une lumiére de 1500 lux, les larves sont observées pendant deux cycles
jour/nuit de 20 minutes (10 minutes de lumiére pour 10 minutes d’obscurité) consécutifs. Nous
nous sommes aussi intéressés a la réaction des larves face a une perturbation de leur environnement.
Pour cela, directement aprés le test jour/nuit, nous avons realisé un test de sursaut dans la
« DanioVision Observation Chamber ». Un percuteur vient taper contre le support sur lequel est
posé la plaque 6 puits. Apres 5 minutes de repos dans ’obscurité, les larves sont observées a la
lumiere (1500 lux) pendant un cycle de 50 percussions, a la plus haute intensité possible (niveau
d’intensité = 8) espacées de 2 secondes. Ensuite, apres 5 minutes de repos dans I’obscurité, elles

sont observées dans le noir pendant un cycle de 50 percussions espacées de 2 secondes.

Test de capture de proie

Nous avons aussi désiré mesurer la capacité de prédation des larves. Pour ce faire, nous
avons utilisé des plaques 6 puits. Chaque larve, placée individuellement dans un puits rempli avec
10 mL d’eau du systéme, a été mise en présence de 10 Artemias. Les larves ont ensuite eté filmées
(Huawei P9 lite) pendant 5 minutes. Nous avons ensuite mesuré le nombre de tentatives de

prédation ainsi que le nombre de réussites et ainsi obtenu un pourcentage de succes.
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Euthanasie et récolte des organes

Apres euthanasie des individus a 1, 5 et 17 SPE ils ont été photographiés (Huawei P9 lite)
et pesés (Metller AE200). Le cerveau de chaque individu a été récolté pour les analyses
moléculaires. Directement apres récolte, I'organe est plongé dans I’azote liquide pour une
congélation instantanée. Ainsi, le prélevement effectué sur glace en moins de 5 minutes garanti la
préservation de ’ARN et I’ADN de I’individu. Les échantillons sont conservés a -80°C jusqu’au
analyses moléculaires. Nous avons également prélevé le foie et les gonades des individus. Tous les
organes ont été pesés avant leur congélation (Metller AE200).

Moléculaire

Pour I’analyse moléculaire, nous avons sélectionné aléatoirement 10 individus par groupe
d’age et par concentration pour qui nous avons réalisé une extraction de I’ADN ainsi que de ’ARN
sur le cerveau des adultes (5 et 17 semaines) et sur le corps entier des larves. Pour ce faire, nous
avons utilise deux Kkits differents fournis par I’entreprise ZYMO RESEARCH : le « Quick-
DNA/RNA™ Microprep Plus Kit » que nous avons utilisé pour les individus agés de 1 et 5
semaines et le « Quick™ DNA/RNA Miniprep » pour les individus gés de 17 semaines. Nous
avons ensuite utilis€ I’ARN récolté pour réaliser une RT-qPCR sur nos génes d’intérét (tollip et
MeCP2) ainsi que sur un gene de référence (eEF1A). Ce dernier est nécessaire pour 1'utilisation de
la technique des « delta-delta CT » par laquelle il nous a été possible de calculer le niveau
d’expression relatif de nos deux génes d’intérét (Livak & Schmittgen, 2001). Le géne eEF1A est
un géne codant pour le facteur d’¢longation de la traduction eucaryote 1-alpha qui est la seconde
proteine la plus abondante dans une cellule et joue un réle important dans la traduction (Abbas et
al., 2015). De plus, ce géne a déja été utilis¢é comme référence dans 1’étude de I’expression
génétique au niveau du cerveau au cours du temps (L. Wang et al., 2016) mais aussi pour 1’étude
de la neurotoxicité d’une molécule (Faheem et al., 2018). Nous avons désigné les amorces des trois
genes grace a NCBI Primer-BLAST en nous servant des séquences disponibles pour ces genes sur
NCBI (Annexe 2).

Statistiques

Toutes les données récoltées lors des expériences comportementales et moléculaires ont été
encodées et conservées dans des fichiers Excel. Dans I’annexe 3 sont reprises les variables

morphologiques et comportementales présentes dans notre jeu de données, I’abréviation par
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laquelle elles seront référées dans cette étude ainsi que pour quel groupe d’age (S1, S5 ou S17)
elles ont été mesurées. Nous y avons aussi spécifié si nous étions en présence d’une variable
explicative ou d’une variable réponse. Les analyses statistiques réalisées par la suite I’ont été sur

le logiciel gratuit RStudio version 4.0.4.

Comme nous avons di diviser nos poissons en différentes cohortes, nous avons utilisé la
cohorte comme effet aléatoire dans toutes les analyses statistiques qui ont suivi. De plus, lorsque
la distribution d’une variable continue, qu’elle soit réponse ou explicative, ne suivait pas une
distribution normale, nous 1’avons normalisée en utilisant la fonction « orderNorm » issue du

package « bestNormalize ».
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Résultats

Courbes de survie

Sur l’entiéreté de la réalisation de
notre étude, de nombreux individus sont
morts avant d’avoir atteint 1’age désiré
(Tableau 1). D’autres individus ont di étre

euthanasiés suite a des malformations

Tableau 1 — Nombre d’individus vivants jusqu’a leur age
de test (1, 5 ou 17 semaines) et nombre d’individus
morts avant cet age.

Vivants Morts Total
CTL 74 28 102
c2 71 23 o4
C1 54 41 95
Total | 195 52 201

morphologiques. Nous utilisions donc un jeu de données composé de 274 individus. Il nous est

alors apparu intéressant de réaliser des courbes de Kaplan-Meier afin de mettre en évidence la

A Concentation ] c2 =) 8

Probabilité de survia

Temps en jours

Figure 8 — A) Graphique de la probabilité de survie au cours du temps en fonction de la concentration en
perméthrine a laquelle I'individu a été exposé. B) Test statistique mettant en évidence qu’au moins une courbe
de survie est statistiquement significativement différente des autres. C) Comparaison pairée entre les trois

courbes de survie.
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probabilité de survie d’un individu en fonction de la concentration en perméthrine a laquelle il a
été exposé durant sa premiére semaine de vie (Figure 8A). Nos résultats montrent que la courbe de
survie des individus exposés a la concentration C1 (100ug/L) affiche une différence statistiquement
significative par rapport a C2 (10ug/L) et les contréles (Figure 8B et 8C). Cependant, aucune
différence n’a pu étre mise en évidence entre les courbes de survie des individus CTL et C2 (p =
0,771) (Figure 8C). Aucun effet retardé de la perméthrine sur la survie des individus n’a pu étre
mis en évidence lorsque nous analysions les courbes de survie des poissons a partir de I’arrét de
I’exposition a la neurotoxine (p = 0,08) (Annexe 4) méme si une tendance a la baisse en fonction
de la dose semble étre observable ce qui indique que la mortalité est essentiellement le résultat

immédiat de I’exposition a la neurotoxine (Annexe 5).

Morphologie
Lors de cette expérience, nous avons récolté de nombreuses données morphologiques
différentes. 1l nous est alors apparu intéressant de voir si ces derniéres étaient directement
impactées par une exposition a la perméthrine

et/ou par le vieillissement. 1

ra
.

Rapports des tailles

La taille des larves apres leur éclosion

ra
=)

Rapport des tailles
entre la semaine 0 et 1

(LO) étant variable, nous avons décidé de

=

mesurer la croissance des individus en

réalisant le rapport de la taille au temps t+1 sur o & o
; . Concentration

la taille au temps t. Nous avons ainsi obtenu
un coefficient qui nous dit combien de fois la
taille au temps t a été multipliée au temps t+1.

Nous avons fait cela pour les rapports entre les

tailles aux semaines 17, 5 et 1 avec la taille a

Rapport des tailles
entre la semaine 1 et 2

0 semaine que nous avons nNOMMEs

respectivement Croi017, Croi05 et CroiOl. 141
Nous I’avons aussi fait pour les rapports entre - Concentration o

Figure 9 — A) Graphique présentant Croi01 en fonction
de la concentration en perméthrine. B) Graphique
présentant Croil2 en fonction de la concentration en
perméthrine.

les tailles a 17 et 5 semaines avec la taille a 2
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semaines (Croi217 et Croi25) ainsi que pour le rapport entre la semaine 2 et la semaine 1 (Croil2).

Nos résultats p zo-
montrent que la 19-
concentration en gi,,
perméthrine  n’a  pas ‘E é .
d’impact sur les :%é y
différents rapports de °

tailles que nous avons
étudiés (Figures 9A a

10D). Nous avons donc

=~
h

réalisé, pour chacun des

rapports, un test
ANOVA

régression linéaire mixte

m
|
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Figure 10 — A) Graphique présentant Croi25 en fonction de Conc. B) Graphique

présentant Croi217 en fonction de Conc. C) Graphique présentant Croi05 en

perméthrine (Conc) et du

facteur aléatoire cohorte

fonction de Conc de I'individus. D) Graphique présentant Croi017 en fonction de
Conc.

(1|Coh). Nous avons normalisé ce rapport si sa distribution ne suivait pas une loi normale. Ensuite,

nous avons voulu déterminer si le facteur aléatoire était réellement nécessaire dans notre modeéle.

Pour cela, nous avons utilisé la fonction « ranova » du package « ImerTest » qui permet de

comparer le modele mixte avec son équivalent sans facteur aléatoire. Nous constatons donc que la

concentration en perméthrine n’a statistiquement aucun effet significatif sur les différents rapports

analyses dans cette étude.
I’effet

un

aléatoire

effet

Cependant,

cohorte a
statistiguement trés hautement
significatif sur Croi01, Croil2,
Croi05 et Croi25 et un effet

statistiguement hautement

Tableau 2 — Moyenne des

rapports et écart-type pour chaque

concentration en perméthrine. p-valeur de la régression linéaire mixte et
de I'effet aléatoire.

Conc (1] Coh)

CTL c2 1 p-valeur| p-valeur
Croi0l 2,047+0,230 2,035+ 0,243 1,975+0,229 0,2031] 5,07E-10
Croil2 1,640+ 0,119 1,675+ 0,126 1,653 10,120  0,3799] 0,0002298
Croi2s 1,674+0,115 1,647+ 0,098 1,712+0,138 0,1767] 2,84E-05
Croi0s 5,280+0,781 5,212+0,554 5407+0,747  0,9595| 2,58E-11
Croi2l7 2,513+ 0,210 2,409+ 0,197 2,407 + 0,267 0,206 0,002473
Croi0l7 8,847 11,007 8,584+0,753 8,622+1,318 0,748 0,6225
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significatif pour Croi217 (Tableau 2) (Annexes 6, 8 et 10 a 13). Nous avons Vérifié la validité de

nos différents modeéles en vérifiant que leur distribution était bien normale et que I’homogénéité de

leurs variances était respectée (Annexes 7, 9, 14 a 17). 1l est important de savoir qu’aucune valeur

pour Croi01 n’est observable pour la cohorte 3 car aucune mesure LO n’a été réalisée pour cette

cohorte.

Aire relative de la pupille

Nous avons aussi mesuré, pour les adultes (S5
et S17) I’aire relative de la pupille par rapport a la taille
de I'individu (Apuprel). Nous pouvons voir qu’il
semblerait exister une différence de Apuprel en
fonction du sexe (Sexe) de I’individu et en fonction de
son age (Week) mais pas en fonction de Conc (Figure
11A et B) (Tableau 3). Nous avons donc realisé un
modeéle linéaire mixte pour expliquer Apuprel, que

nous avons normalisé, en fonction de Conc, Sexe,

Tableau 3 — Moyenne et écart-type pour
Apuprel, Lcaudrel, Acaurel, Ajaunerelcau,
Ajaunerel, Lanalrel et Analrel en fonction de
Week.

Week
5 17
Apuprel 0,027 10,003 0,049 + 0,004
Leaudrel 0,184+0,010 0,161 + 0,007
Acaurel 1,159+0,164 1,856 10,144
Ajaunerelcau  |0,210+0,024 0,293 10,025
Ajaunerel 0,24110,031 0,545+ 0,070
Lanalrel 0,196+ 0,012 0,193 + 0,015
Analrel 0,562+0,117 1,102+ 0,137

Week et de (1|/Coh) que nous avons analysé par un test ANOVA. Il en ressort que Week a un effet

statistiquement trés hautement significatif sur Apuprel (p < 2°-16) et que I’interaction Week avec

Sexe a un impact statistiquement significatif (p = 0,018). De plus, I’effet aléatoire cohorte ne serait

A e B os-

0.05 0.05

0.04- 0.04-

Aire relative de la pupille
Aire relative de la pupille

0.03- 003-

0.02- 0.02-

Sexe

Concentration
ES ¢
. Bl c2
B3 crL

"

Week

Figure 11 — A) Graphique présentant Apuprel en fonction de Sexe et Conc. B) Graphique présentant Apuprel en
fonction de Week et de Conc.
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pas statistiguement significatif pour notre régression (p = 0,144) (Annexe 18). Celle-ci respecte

une distribution normale et I’homogénéité des variances semble respectée (Annexe 19).

Nageoire caudale

Nous avons ensuite réalisé des mesures morphologiques uniquement sur les méales. Nous
avons entre autres mesur¢ la longueur et 1’aire de la nageoire caudale que nous avons rendues, par
la suite, relatives a la taille de I’individu. Nous les avons nommeées respectivement Lcaudrel et
Acaurel. Nous avons pu observer que I’age semblait jouer un role important pour ces deux mesures
bien que son effet serait opposé (Figure 12A et B) (Tableau 3). Nous avons alors réalisé des
régressions linéaires mixtes pour chacune de ces variables que nous avons analysées par des tests
ANOVA en vue de déterminer si Conc et/ou Week avait un impact. Nous avons été dans
I’obligation de normaliser les résultats de Acaurel. Il en est ressorti que I’age avait bien un effet
statistiquement tres hautement significatif tant sur Lcaudrel que sur Acaurel (p < 2°-16).
L’interaction entre Week et Conc n’avait un effet significatif que sur I’aire relative (p = 0.036). De
plus, I’effet aleéatoire cohorte était statistiguement trés hautement significatif tant pour Lcaudrel
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Figure 12 — A) Graphique présentant Lcaudrel en fonction de Week et de Conc. B) Graphique présentant Acaurel
en fonction de Week et de Conc. C) Graphique présentant Ajaunerelcau en fonction de Week et de Conc. D)
Graphique présentant Ajaunerel en fonction de Week et de Conc.
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que pour Acaurel (p = 1,81°-06 et 2,113°-08 respectivement) (Annexes 20 et 21). L’homogénéité
des variances et la normalité de la distribution des deux régressions semblent respectées (Annexes
22 et 23). Nous nous sommes aussi intéressés a I’aire relative de la tache jaune de la nageoire
caudale par rapport a I’aire de celle-ci (Ajaunerelcau) ou par rapport a la longueur de 1’individu
(Ajaunerel). Nous constatons que I’age jouerait un réle important pour ces deux variables (Figure
12C et D) (Tableau 3). Nous avons réalisé des régressions sur les valeurs normalisées de ces deux
mesures et nous avons alors pu mettre en évidence gréace a un test ANOVA que seul I’age aurait
un effet statistiquement trés hautement significatif (p < 2°-16). Cependant, si pour Ajaunerel la
cohorte n’impacterait pas notre modeéle car la p-valeur n'était que de 0,2493, elle serait nécessaire
pour Ajaunerelcau (p = 3,803e-05) (Annexes 24 et 25). Nos régressions ont été validées en vérifiant

I’homogénéité des variances et la normalité de la distribution (Annexes 26 et 27).

Nageoire anale

Nous avons également mesureé la longueur et ’aire de la nageoire anale des individus males
que nous avons relativisées par rapport a la longueur de 1’individu. Nous les avons hommeées
respectivement Lanalrel et Analrel. Dans les deux graphiques visibles a la figure 13 et le tableau

3, il ressort que I’dge n’impacterait a .
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2,214°%-06 respectivement) (Annexe et conc.
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29). L’homogénéité des variances et la normalité de la distribution étaient respectées pour cette

variable ainsi que pour Lanalrel (Annexes 30 et 31).

Poids de I'organisme et des organes

Les derniéres mesures morphologiques que nous avons réalisées, tant sur les méales que sur
les femelles, sont les mesures de poids des individus ainsi que celui de leur cerveau, de leur foie et
de leurs gonades. Nous avons ainsi calculé le « Body Masse Index » (BMI) pour chaque individu
et rendu le poids de chacun des trois types d’organes relatif a celui du corps de chaque poisson.
Nous pouvons constater qu’il existerait une diminution du poids relatif du cerveau (Poidscervrel)
en fonction de 1’age de I’individu mais pas de la concentration en perméthrine a laquelle il a été
exposé (Figure 14A) (Tableau 4). Cette méme constatation a pu étre faite pour le poids relatif du
foie (Poidsfoierel) (Figure 14D) (Tableau 4). Nous avons donc réalisé deux régressions linéaires

mixtes pour expliquer chacune de ces mesures en fonction de Conc, Week et (1|Coh) que nous
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Figure 14 — A) Graphique présentant Poidscervrel en fonction de Week et de Conc. B) Graphique présentant
Poidsgorel pour les males en fonction de Week et de Conc. C) Graphique présentant Poidsgorel pour les femelles
en fonction de Week et de Conc. D) Graphique présentant Poidsfoierel en fonction de Week et de Conc. E)
Graphique présentant le BMI en fonction de Week et de Conc.
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avons anaIySées par des tests Tableau 4 — Moyenne et écart-type pour BMI, Poidscervrel,
ANOVA. Cependant, nous avons di Poidsfoierel et Poidsgorel en fonction de Week.

normaliser ~ Poiscervrel car sa - Week -
5 7
distribution n’était pas normale. Il BMI 0,0001 £ 2,14e-05 0,000514,70e-05 0,0009 £8,56e-05
- . Poidscervrel 0,017+ 0,006 0,009 + 0,002
ressort que Week, I'interaction entre | pgigstoierel 0,042+0,008 0,032 +0,011
Week et Sexe et (1|Coh) auraient un | "oidseorel:
-g 0,014+ 0,010 0,013 + 0,002
effet statistiquement tres hautement -Q 0,101+0,023  0,12940,025

significatif sur Poidscervrel (p < 2,2%-16, = 0,0490 et = 1,476°-05 respectivement). De plus, Sexe
aurait quant a lui un effet statistiquement significatif sur cette variable (p = 0,0065) (Annexe 32).
Pour Poidsfoierel, ce sont Week, Sexe, (1|/Coh) et I’interaction de Sexe avec Week qui ont un effet
statistiquement trés hautement significatif (p = 1,806°-09, < 2,2°-16, = 0,0003 et < 2,2°-16
respectivement) alors que I’interaction de Sexe avec Conc a un effet statistiquement hautement
significatif (p = 0,0048) (Annexe 33). Cependant, si la distribution de ces deux modéles respecte
la normalité, ’homogénéité des variances parait n’étre pas parfaitement respectée (Annexes 34 et
35). Il semblerait que le poids relatif des gonades (Poidsgorel) soit impacté par ’age de I’individu
surtout chez les femelles (Figure 14B et C) (Tableau 4). En effet, le poids relatif des ovaires
augmenterait avec 1’age et la méme constatation peut étre faite pour le BMI (Figure 14E) (Tableau
4). Nous avons dd normaliser la distribution de Poidsgorel et BMI. Nous avons alors essayé
d’expliquer, a I’aide de régressions linéaires mixtes que nous avons ensuite analysees par des tests
ANOVA, ces deux variables en fonction de Sexe, Conc, Week et (1|Coh). Il en est ressorti que
Sexe (p < 2,2°-16) et Week (p = 8,618°-07) avaient un impact statistiquement trés hautement
significatif sur Poidsgorel alors que (1|Coh) un impact statistiquement significatif (p = 0,0186)
(Annexe 36). Pour BMI, ce sont Week, (1|Coh) et ’interaction Sexe avec Week qui ont un impact
statistiquement trés hautement significatif avec des p-valeurs de respectivement inférieure a 2,2°-
16, égale a 3,163°%10 et a 5,21°-15. Le Sexe a quant a lui un impact statistiguement hautement
significatif (p = 0,0033) sur le BMI (Annexe 37). Nous avons alors vérifié la normalité de la
distribution des deux modeles et elle nous semblait correcte (Annexes 38A et 39A) bien que

I’homogénéité des variances ne semble pas étre parfaitement respectée (Annexes 38B et 39B).

En résumé, nous constatons que, de maniére générale, I’age et le sexe jouent souvent un
réle dans les caractéres morphologiques que nous avons mesurés au contraire de la concentration

en perméthrine.
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Modélisation

Nous allons maintenant nous intéresser a nos variables réponses (Annexe 2) et essayer de
voir comment ces variables sont impactées par les variables explicatives comme la concentration
en perméthrine et I’age. Afin de simplifier notre jeu de données, nous avons réalisé des analyses
en composantes principales (ACP), des matrices de corrélation ou des modélisations. Cependant,
pour cela, notre jeu de données devait étre dépourvu de données manquantes (NA’s). Certaines
mesures ou tests n’ont été réalisés que sur les individus adultes ou uniquement sur les larves. De
plus, plusieurs mesures morphologiques sont spécifiques aux individus méales adultes. Notre jeu de
données a donc été divisé en trois jeux plus petits. Le premier ne reprend que les données
disponibles pour les larves. Le second se limite aux données récoltées sur les individus adultes (S5
et S17) qu’ils soient males ou femelles. Le dernier réunit les données disponibles pour les individus

adultes méles uniquement.

Les larves (1 semaine)

Pour le jeu de données des larves, aucune

& ?}@\ cﬁp\ > 1
variable n’a été mise de coté. Cependant, un individua . Q 0
été écarté car une erreur de détection a eu lieu lors du

7

0.6

test de thigmotaxie en jour/nuit. Nous n’avons donc . . . 04
que 34 individus présents dans ce jeu de données. De - . . Q nj
plus, comme tous ces individus sont issus de la méme s
cohorte, aucun effet aléatoire ne sera pris en compte et L . Q 04
nous ne réaliserons donc que des régressions linéaires 06
classiques. i . IU'8

Figure 15 — Matrice de corrélation des
variables explicatives du jeu de données

corrélation sur les variables explicatives afin de mettre ~ relatives auxlarves.

Nous avons tout d’abord réalisé une matrice de

en évidence les interactions qui existent entre elles (Figure 15). Il en ressort que les variables BMI,
L1 et Poids sont positivement corrélées entre elles, alors que si la variable Croi0O1 est positivement
corrélée avec les variables L1 et Poids, elle ’est négativement avec LO. De plus, aucune corrélation
suffisante ne semble exister entre L0 et les variables BMI, L1 et Poids. C’est pourquoi, nous avons

décidé de ne plus prendre en compte que les variables LO et BMI.
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Nous avons ensuite réalisé une analyse en

composantes  principales (ACP)

déterminer quelles variables réponses covariaient
entre elles et lesquelles choisir pour expliquer un
maximum de la variabilité observable dans notre
jeu de données. Le tableau 5 nous permet de voir
que nous devons nous intéresser aux 4 premieres

dimensions de notre ACP pour pouvoir expliquer

Tableau 5 — Tableau récapitulatifs de I’ACP

eigenvalue variance percent cumulative variance percent

afin  de
Dim1 29160845 24.300705
Dim2 27046087 22 538406
Dim.3 20603919 17.169933
Dimd4 15619129 13.015941
Dim5 09081186 7.567655
Dim6 05522684 4.602236
Dim.7 04334664 3.612220
Dim8  0.3671892 3.059910
Dim9 03234533 2.695494
Dim.40 0.1724999 1437500

24.30070
46.83911
54.00204
77.02498
3455264
89.19488
92.80710
95.86701
98.56250
100.00000

77% de la variabilité observée. Nous avons donc été a méme de trouver une variable réponse qui

colle au mieux pour chacune des dimensions. Comme nous pouvons le voir sur la figure 16A, la

variable P_succ (pourcentage de succes lors du test de capture de proies) covarie avec les variables

Dist obs (distance parcourue a I’obscurité pendant le test de thigmotaxie), Nb_ess (nombre

d’essais lors du test de capture) et Tps Clum (temps passé a la lumiere par la larve au centre du

puits pendant le test de thigmotaxie) mais est opposee a la variable Tps_Blum (temps passe a la

lumiere par la larve au bord du puits pendant le test de thigmotaxie). Ensemble, ces 5 variables

contribuent a plus de 73% de la
premiére dimension (Figure 16B).
Pour la seconde dimension, ce sont
les variables Tps_Bobs (temps passé
a I’obscurité au bord du puits pendant
le test de thigmotaxie) et Tps_Cobs
(temps passé a 1’obscurité au centre
du puits pendant le test de
thigmotaxie) qui y contribuent le plus
(<50%) méme si elles sont opposées
I'une a l'autre (Figures 16A et C).
Nous constatons que les variables
Accol0 et Dist_lum, correspondant
respectivement 4  ’accélération
moyenne de la larve pendant les 10

premiers cycles de percussions a
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Figure 16 — A) Projection de nos larves dans le plan défini par les
dimensions 1 et 2 de notre ACP ainsi que des 10 variables réponses
contribuant le plus a ce plan. B) Graphique présentant la
contribution des 10 variables pour la dimension 1. C) Graphique
présentant la contribution des 10 variables pour la dimension 2.
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I’obscurité et la distance parcourue a
de

relativement

la lumiére pendant le test

thigmotaxie,  sont
proches de la troisieme dimension de
notre ACP (Figure 17A). De plus,
elles contribuent a 47% de celle-ci
17B). Enfin,
quatrieme dimension, ce sont les
Accl40 Acco40,

correspondant  a

(Figure pour la

variables et
I’accélération
moyenne de la larve pendant les 40
derniers cycles de percussions a la
lumiére et les 40 derniers a
I’obscurité, qui semblent le mieux y
correspondre (Figure 17A). Elles

contribuent a plus de 75% de cette
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Figure 17 — A) Projection de nos larves dans le plan défini par les
dimensions 3 et 4 de notre ACP ainsi que des 10 variables réponses
contribuant le plus a ce plan. B) Graphique présentant la
contribution des 10 variables pour la dimension 3. C) Graphique
présentant la contribution des 10 variables pour la dimension 4.

dimension (Figure 17C). En conclusion, par les résultats que cette ACP nous a fournis, nous avons

déterminé que nous pouvions realiser des modélisations pour les variables réponses suivantes :

P_succ, Tps_Cobs, Accol0 et Acco40.

Nous avons donc essaye de créer un modeéle linéaire generalisé quasi-poisson permettant

d’expliquer P_succ en fonction des variables explicatives BMI et L0, qui ont été mises en évidence

par notre matrice de corrélation, ainsi que par la concentration en perméthrine. Nous avons aussi

tenu compte des interactions qui peuvent exister entre elles. Nous sommes alors partis du modéle

le plus complexe, puis nous avons retiré un a un les termes les moins significatifs. Nous avons

ensuite réalisé un test ANOVA pour déterminer

quelle combinaison de terme expliquait au mieux
Tps_Cobs. C’est le modele suivant qui ressort

comme le plus intéressant (Tableau 6) :

P_succ ~ BMI + BMI:Conc

Tableau 6 — Tableau récapitulatif du test ANOVA
pour la sélection du modele expliquant P_succ,
allant du modéle le plus complexe au plus simple.

Resid. Df Resid. Dey Df Deviance F Pri=F)
24 1049216 NA MNA MNA NA
26 1126111 -2 76895085 09722663 03926311
27 1314892 1 188781235 47738236 00333915
28 1322438 -1 07548388 0.1908340 06661286
30 1658522 -2 336084022 42494675 00263091
32 1759236 -2 -100713336 12734258 02931114
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Il apparait cependant que ni BMI ni I’interaction entre BMI et Conc n’a d’effet statistiquement

significatif sur P_succ (p > 0,05) (Annexe 40).

Nous avons ensuite voulu définir un modéle linéaire qui expliquerait Tps_Cobs en fonction
des variables explicatives BMI, LO et Conc, ainsi que par les interactions existantes entre ces
variables. Nous avons, en premier, di normaliser la distribution de Tps_Cobs. Afin de simplifier
notre modéle, nous avons 6té un a un les termes les moins significatifs. Ensuite, par un test
ANOVA, nous avons pu déterminer quelle combinaison de terme expliquait au mieux Tps_Cobs.

Ir ’ n modéle n’ référé
Tableau 7 — Tableau récapitulatif du test ANOVA essort de ce test qu’aucu odele n’est prefere
pour la sélection du modéle expliquant Tps_Cobs, ~a un autre (Tableau 7). Nous décidons donc de

allant du modele le plus complexe au plus simple.

Res.Of RSS Df SumofSg F Pri=F)
24 2414257 NA A MA NA Tps_Cobs ~ BMI + L0 + Conc
26 2438473 -2 02421604 01203652 (.8871284 -
28 2578827 -2 -1.383b426 06876862 05123725
29 2627222 -1 05039526 05009766 04858888
30 2647589 -1 02036703 02024676 06567744  d’effet statistiquement significatif sur Tps_Cobs
32 2939138 -2 -29154916 14491375 0.2545302

prendre le modele suivant :

Aucune de ces trois variables explicatives n’a

(p > 0,05) et la puissance de notre modéle n’est
que de 55% (Annexes 41 et 42). Nous avons validé notre mod¢le en vérifiant I’homogénéité des

variances ainsi que la normalité de la distribution (Annexe 43).

Nous nous sommes intéresses a la variable Acco40 pour laguelle nous avons essayé de créer
un modele linéaire qui I’expliquerait en fonction des variables explicatives BMI, L0 et Conc, ainsi
que par les interactions existantes entre elles. Afin de simplifier notre modele, aprés avoir supprimé
un a un les termes les moins significatifs, nous avons réalisé un test ANOVA pour déterminer
quelle combinaison de termes expliquait au mieux Acco40. Cependant, a I’issue de ce test, aucun

modeéle n’est préféré a un autre (Tableau 8). Nous décidons donc de prendre la combinaison de

termes suivante : Tableau 8 — Tableau récapitulatif du test ANOVA
pour la sélection du modeéle expliquant Acco40,
Accod0 ~ BMI + L0 + Conc allant du modele le plus complexe au plus simple.

Res.Df RES Of SumofSg F Pr(=F)

Aucune de ces trois variables explicatives n’a 24 0.1345088 NA NA NA NA
s s PO TR 25 01542775 -1 -00197687 35272732 00725700

d’effet statistiquement significatif sur Acco40 (p 07 01567507 3 00024730 02206444 08035105
> 0,05) (Annexe 44). De plus, la puissance de la 29 0.1667360 -2 -0.0099853 0.8908222 0.4234553
. . R q o 3 01730071 -2 00062711 055946875 05787890

régression n’est que de 46% (Annexe 45). Nous 32 01816933 -1 -0.0086362 15498517 02251768
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avons validé notre modele en vérifiant ’homogénéité des variances ainsi que la normalité de la

distribution (Annexe 46).

La derniere variable que nous avons décidée d’analyser pour le jeu de données des larves
est Accol0. Nous avons essayé, comme précédemment, de définir un modeéle linéaire qui
I’expliquerait en fonction des variables explicatives BMI, L0 et Conc, ainsi que par les interactions
existantes entre ces variables. Pour simplifier notre modéle, nous avons retiré un a un les termes

les moins significatifs. Ensuite, en réalisant un  Tableau 9 — Tableau récapitulatif du test ANOVA
pour la sélection du modeéle expliquant Accol0. La

test ANOVA, nous avons pu determiner quelle premiére ligne correspondant au modéle le plus

combinaison de terme expliquait au mieux complexe etladerniére au plus simple.

. : - ResDf  RSS Df SumofSg F PR

Acco10. Néanmoins, au sortir de ce test, aucun —— q >F)
24 1854085 NA NA NA NA

modele n’est préféré a un autre (Tableau 9). Nous 26 1870856 -2 -0.0167702 0.1085400 0.8975809

28 1984963 -2 01141073 07385246 04883660
20 2092067 -1 01071044 13864012 02505588
30 211803¢ -1 -00259673 03361302 05674748
Accol0 ~ BMI + L0 + Conc 32 2159486 2 00414512 02682804 07669563

décidons donc de prendre le modéle suivant :

De ces trois variables explicatives, aucune n’a d’effet statistiquement significatif sur Acco10 (p >
0,05) et la puissance du modéle n’est que de 12% (Annexes 47 et 48). Notre modéle a été validé

en vérifiant I’homogénéité des variances ainsi que la normalité de la distribution (Annexe 49).

Adultes (S5 et S17) males et femelles

Pour le jeu de données des adultes males et femelles, nous avons retiré les variables
explicatives L5, L17, Croi05, Coi017, Croi25 et Croi217, car elles sont spécifiques a un seul age,
mais aussi LO et Croi0l car aucune mesure n’a été réalisée en cohorte 3 le premier jour
d’exposition. Nous avons également supprimé les variables spécifiques aux males, c’est-a-dire
Lcaudrel, Acaurel, Ajaunerelcau, Ajaunerel, Lanalrel et Analrel et pour les variables réponses, ce
sont le temps passé dans la zone 4 lors du MIA (Tps_zone4) et le temps moyen entre deux attaques
(Tps_moay) car elles possédent de nombreux NAs. Enfin, nous avons retiré les individus présentant
au moins une donnée manquante sur les variables restantes. Nous avons donc finalement un jeu de
données regroupant 159 individus. Il est important de noter que différentes cohortes de poissons
sont présentes dans ce jeu de données, nous allons donc tenir compte de 1’effet aléatoire cohorte
dans les modeles qui suivent. De plus, afin de faciliter I’analyse, nous avons renommé dans ce jeu

de données la condition de concentration CTL en CO.
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Nous avons tout d’abord réalisé une

matrice de corrélation sur les variables
08

explicatives de ce jeu de données afin de mettre

0.6

L, en évidence les interactions qui existent entre

elles (Figure 18). Il en ressort que les variables

02

. Apuprel, Poids, BMI, L1 et L2 sont positivement

poidscerure . 02 corrélées entre elles, alors qu’elles le sont

- . 24 négativement avec les variables Poidscervrel et

M. 25 Poidsfoierel. De plus, aucune corrélation
. suffisante ne semble exister entre Croil2 et

Poidsgorel

) ) o ) Poidsgorel. C’est pourquoi, nous avons décidé de
Figure 18 — Matrice de corrélation des variables

explicatives du jeu de données relatives aux adultes  ne plus prendre en compte que les variables BMI,
des deux sexes. . . .
Poidsgorel et Croil2 par la suite.

Tableau 10 — Tableau récapitulatifs de I’ACP L .
Nous avons ensuite réalisé une ACP afin

eigenvalue variance.parcent  cumulative.variance percent

Dim1 18095874 0.159790 2015070 de  déterminer quelles variables réponses
DR B R 565569 covariaient entre elles et lesquelles choisir pour
Dim.3 09069474 15115790 7167274

Dim.4 08281939 13803232 8547598 expliquer un maximum de la variabilité
Dim.5 04898911 8.164853 93 64083 ) ,

Dim6 03815503 £.359172 10000000 Observable dans notre jeu de données. Le tableau

10 nous permet de voir que nous devons nous intéresser aux 3 premieres dimensions de notre ACP
pour pouvoir expliquer 71,7% de la variabilité observée. Nous avons donc été a méme de trouver
une variable réponse qui correspond au mieux a chacune de ces trois dimensions. Nous avons
réalisé les graphiques de I’ACP en fonction de I’dge (Figure 19A et 20A), de la concentration
(Annexe 50A et B) et du sexe (Annexe 51A et B). Le nombre d’attaques lors du MIA (Nb_att) et
le temps de latence avant la premiere attaque (Tps_1) semblent bien coller avec la premiere
dimension mais sont opposés entre eux (Figure 19A). Ensemble, ils contribuent a plus de 60% de
cette dimension (Figure 19B). Pour la seconde dimension, c’est surtout la distance parcourue
pendant le test (Distance) et le temps passé dans la zone la plus proche du miroir (Tps_zonel) qui
semblent le mieux y correspondre (Figure 19A). A eux deux, ils contribuent a presque 75% de cette

dimension (Figure 19C).
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Dans le graphique A
de la figure 20, nous
constatons que la variable

Distance semble étre la plus
proche de la troisiéme
dimension de notre ACP et
pourtant, elle n’y contribue
qu’a légérement plus de 15%
(Figure 20B).

passés dans la seconde zone

Les temps

(Tps_zone2) et la troisieme
(Tps_zone3) sont opposés a
Distance (Figure 20A) et
contribuent & plus ou moins
50% de

(Figure 20B). En conclusion,

la dimension 3

par les résultats de cette ACP
sur les variables réponses de
de

aux

notre  jeu données

spécifiques individus
adultes des deux sexes, nous
avons déterminé que nous
des

pouvions réaliser

modélisations  pour  les
variables réponses suivantes :
Tps_zonel, Nb_att et
Distance. Il est important de
noter que bien que Distance
ne soit pas la variable qui
contribue le plus a Ila

troisieme dimension, elle est
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Figure 19— A) Projection de nos adultes males et femelles dans le plan défini
par les dimensions 1 et 2 de notre ACP ainsi que les variables réponses. B)
Graphique présentant la contribution des variables réponses pour la
dimension 1. C) Graphique présentant la contribution des variables
réponses pour la dimension 2.
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Figure 20— A) Projection de nos adultes males et femelles dans le plan défini
par les dimensions 1 et 3 de notre ACP ainsi que les variables réponses. B)
Graphique présentant la contribution des variables réponses pour la
dimension 3.
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celle qui a le plus de poids d’un point de vue comportemental. De plus, elle contribue fortement a

la seconde dimension.

Nous avons donc essayé de créer un modeéle linéaire généralisé mixte de distribution
binomiale négative de type I, permettant d’expliquer Nb_att en fonction des variables explicatives
BMI, Poidsgorel et Croil2, qui ont été mises en évidence par notre matrice de corrélation, ainsi
que par Conc, Sexe, Week et Coh. Il est important de se rappeler que la variable Coh est une
variable aléatoire. Nous avons aussi tenu compte des interactions qui peuvent exister entre les
différentes variables explicatives. Nous sommes alors partis du modéle le plus complexe, puis nous
avons retiré un a un les termes les moins significatifs. Nous avons ensuite réalisé un test ANOVA
pour déterminer quelle combinaison de terme expliquait au mieux Nb_att. Il est important de
stipuler que nous avons normalisé la distribution de Croil2, Poidsgorel et BMI avant de les utiliser
dans nos modeles. 11 en ressort que c’est le modéle suivant qui nous permet d’expliquer au mieux

la variabilité observable pour Nb_att :
Nb_att ~ Week + Sexe + (1|Coh)

Nous constatons que I’dge de I’individu a un effet statistiquement trés hautement significatif sur le
nombre d’attaques, tout comme le sexe. En effet, il semblerait que lorsque 1’age augmente, le

nombre d’attaques diminue (p =  Tableau 11 — Résumé du modele linéaire généralisé mixte, de
distribution binomiale négative de type I, permettant d’expliquer
Nb_att en fonction de Week, Sexe et (1| Coh)

attaqueraient plus le miroir que les  camity: nbinomi ¢ Tog )

Formula: Mb_att ~ week + sexe + (1 | coh)

femelles (p = 2,25°-10) (Tableau 11). pata: data 10

. AIC BIC TogLik deviance df.resid
Avec un ICC de 0,16, qui est  151.s 1230.1 -602.4 1204.8 157

1,17°-09) et que les males

inférieur a 0,3, il n’y aurait pas Rrandom effects:

conditional model:

Groups Name variance std.Dev.
, coh (Intercept) 0.2161 0.4649
d’attaques. Cependant NOUS avonS nwumber of obs: 159, groups: Coh, &

d’effet cohorte sur le nombre

décidé de conserver la variable Coh Dispersion parameter for nbinoml family (): 66.5
conditional model:

car le R2du modéle qui en découle est Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 3.0544 0.2726 11.204 <« 2Ze-16 #®%%
Ari A 1 weekl? -1.3034 0.2142 -6.0B4 1.17e-09 #*%*
Superleur d Ce|U| ne prenant que Ies sexeM 1.1597 0.1828 6.343 2.25e-10 %=
effets fixes (Annexe 52). ;'_iém'f. codes: 0 ‘¥¥¥' 0.001 *¥*' 0.01 ‘¥’ 0.05 ‘.’ 0.1 * 1
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Nous avons ensuite déterminé le modéle linéaire mixte qui explique au mieux les résultats
observables pour la variable Tps_zonel en fonction des variables explicatives BMI, Poidsgorel,
Croil2, Conc, Sexe et Week tout en tenant compte de la variable aléatoire Coh. Nous avons de
nouveau tenu compte des interactions qui peuvent exister entre les différentes variables
explicatives. Afin de simplifier notre modele, les termes les moins significatifs ont été retirés un a
un. Nous avons ensuite réalisé un test ANOVA pour déterminer quelle combinaison de termes

expliquait au mieux Tps_zonel. Nos analyses  Tapleau 12 — Résumé du modele linéaire mixte

permettant d’expliquer Tps_zonel en fonction de I'age,

statistiques ont fait ressortir le modele linéaire -
du sexe et du facteur aléatoire cohorte.

suivant qui explique au mieux la variabilité

Tps_zomel
observable pour TpS_Zonel : Predictors Estimates cI df
(Intercept) 052* -077--026 17.83
Tps_zonel ~ Week + Sexe
- F Reference
En effet, I’'absence d’ICC (Tableau 12) ainsi M 0457 016-074 15585
que la réalisation d’une ANOVA comparant le "= 07077 037-103 3524
modele mixte avec le modele non mixte ont Random Effects .
G‘ L2
mis en évidence que la variable aléatoire . .. 0.00
cohorte n’avait aucun effet statistiquement ™ coe 6
ianificatif T 1 - 1) (A Observations 159
signimicatit sur- Tps_zone (p B ) ( NNExe Ma.rgin:a].R2 Conditional RZ 0.183 /NA
53). Nous constatons cependant que I’dge de *p<0.05 **p<0.0] ***p<0.00]

I’individu a un effet statistiquement trés hautement significatif sur le temps passé proche du miroir
(p <0,001), alors que le sexe a un effet statistiquement hautement significatif (p < 0,01). En effet,
il semblerait que lorsque I’age augmente, I’individu passe plus de temps en zone 1 et que les males
y resteraient plus que les femelles (Tableau 12). Nous avons validé notre modeéle en vérifiant la

normalité de sa distribution ainsi que I’homogénéité de ses variances (Annexe 54).

Nous avons ensuite déterminé le modeéle linéaire mixte qui explique au mieux les résultats
observables pour la variable Distance en fonction des variables explicatives BMI, Poidsgorel,
Croil2, Conc, Sexe et Week tout en tenant compte de la variable aléatoire Coh. Nous avons tenu
compte des interactions qui peuvent exister entre les différentes variables explicatives. Afin de
clarifier notre modeéle, les termes les moins significatifs ont été supprimés. Ensuite la réalisation

d’un test ANOVA nous a permis de déterminer quelle combinaison de termes expliquait au mieux
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Distance. Il est ressorti de nos analyses statistiques que le modele suivant nous permet d’expliquer

au mieux la variabilité observable pour Distance :

Distance ~ Poidsgorel + Croil2 + Conc + Week + Sexe + (1|Coh)

Avec un ICC de seulement 0,03 (Tableau
13) ainsi qu’avec la réalisation d’une
ANOVA comparant le modele mixte avec
le modéle non mixte, nous pouvons dire
que la variable aléatoire cohorte n’a aucun
effet
Distance (p = 0,4073) (Annexe 55).

Cependant nous avons décidé de conserver

statistiguement  significatif  sur

la variable Coh car le R?2 du modele qui en
découle est supérieur a celui ne prenant que
les effets fixes (Tableau 13). Nous
constatons que I’age de I’individu a un effet
statistiquement tres hautement significatif
sur la distance parcourue pendant le test
MIA (p < 0,001) alors que le rapport des
tailles en semaine 2 sur semaine 1 a un effet
statistiquement significatif (p < 0,05). En

effet, il semblerait que lorsque 1’age

Tableau 13 — Résumé du modéle linéaire mixte permettant

d’expliquer Distance.

Distance
Prediciors Esiimates o) df
(Intercept) -0.30 -0.67-008 4008
Co Refarance
C1 0.32 -0.03-067 13137
Cc2 0.31 -0.03-065 14934
Croil2 p1s*  -030--000 13277
Poidsgorel 0.26 -0.33-000 146.09
F Referance
M 048 -099-003 15181
Weekl7 poo ™ 062-136 7338
Random Effects
52 0.78
T00 Coh 0.02
ICC 0.03
N coh 6
Observations 159
Marginal R? / Conditional R* 0.205/0.226
Fp<00F FFp( 0] FFF pa 001

augmente, I’individu parcourt une plus grande distance (Tableau 13). Nous avons validé notre

modele en vérifiant la normalité de sa distribution ainsi que ’homogénéité¢ de ses variances

(Annexe 56).
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Adultes (S5 et S17) males

Pour le jeu de données des adultes méles, nous avons retiré les variables explicatives L5,
L17, Croi05, Coi017, Croi25 et Croi217 car elles sont spécifiques a un seul 4ge, mais aussi LO et
Croi0l1 car aucune mesure n’a été réalisée en cohorte 3 le premier jour d’exposition. Pour les
variables réponses, ce sont Tps_moy et Tps_zone4 qui ont été Otées car elles possédent de
nombreux NAs. Enfin, nous avons supprimé les individus présentant au moins une donnée
manquante sur les variables restantes. Nous avons donc finalement un jeu de données regroupant

89 individus. Il est important de noter que différentes cohortes de poissons sont présentes dans ce

s @ & . & jeudedonnées, nous allons donc tenir compte
e}é‘é\@\@@é{ .@\\G}_@@@@ﬂb&é
& o P Y 3° 5 T S AV , L .
AR R AECIRVAR - R R , de P'effet aléatoire cohorte dans les modeles
Lanalrel
roisstoierel ) @) @ 0000000 0s Qui suivent. Pour faciliter I’analyse, nous
Lcaudrel.. ........ H -y .
06 avons converti la condition de concentration
Poidscervrel . ..... . .
L @® ro4 CTL en CO.
N .. ro2
= 90000 6O Nous avons tout d’abord réalisé une
BMI .... Y ) Lo . ' .
scare @) @ © @ matrice de corrélation sur les variables
Analrel .. . . 02 I t d . d d , f d
woe @@ @ | o4 EXplicatives de ce jeu de donnges afin de
Heunereieay .: 05 Mettre en évidence les interactions qui existent
Ajaunerel
croit2 ) os entre elles (Figure 21). Il en ressort que les
Poidsgorel .

41 variables Poids, BMI, Acaurel, Analrel,
Figure 21 — Matrice de corrélation des variables  Apuprel, Ajaunerelcau et Ajaunerel sont
explicatives du jeu de données relatives aux adultes
males. positivement corrélées entre elles. Cependant,

elles le sont négativement avec les variables Poidsfoierel, Lcaudrel at Poidscervrel qui sont donc

toutes les trois positivement corrélées entre elles. Les variables L1 et L2 qui sont en corrélation, ne
le sont pas fortement avec tout autre variable. Enfin, les variables Lanalrel, Croil2 et Poidsgorel
ne semblent étre corrélées avec aucune autre variable de notre jeu de données C’est pourquoi, par
la suite, nous avons décidé de ne plus prendre en compte que les variables explicatives L1, BMI,

Poidsgorel, Croil2 et Lanalrel.
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Nous avons ensuite réalisé une ACP

afin de déterminer

quelles variables

Tableau 14 — Tableau récapitulatifs de I’ACP

eigenvalue variance.percent cumulative variance percent

réponses covariaient entre elles et Dim.1 19961274 33.268791 33.26879
. _ Dim.2 14623260 24372100 57 64089

lesquelles  choisir pour expliquer un 5.5 54138500 15.227850 72.86854
maximum de la variabilité observable dans  Dim.4 07811401 13.019002 85.88754
) , Dim5 04727945 7.879908 9376745
notre jeu de données. Le tableau 14 nous Dim6 03739510 5997549 100.00000

permet de voir que nous devons nous

intéresser aux 3 premiéres dimensions de notre ACP pour pouvoir expliquer 72,9% de la variabilité

observee. Nous avons donc eté & méme de trouver une variable réponse qui correspond au mieux

pour chacune de ces trois dimensions. Nous avons réalisé les graphiques de I’ACP en fonction de

I’age (Figure 22A et 23A) mais aussi de la concentration (Annexe 57A et B). Comme nous pouvons

le voir sur la figure 22A, la variable Tps_zonel est relativement proche de la dimension 1 et elle

y contribue a plus de 30%. La variable Distance y contribue a presque 20% et covarie avec

Tps_zonel tout comme Tps_1 et ses plus de 15% de contribution (Figure 22B). Pour la seconde

dimension, les variables les plus proches sont Nb_att et Tps_zone3. Elles sont opposées 1’'une a

I’autre mais contribuent a plus de 60% a cette dimension (Figure 22C). Dans le graphique A de la

figure 23, nous constatons que les
variables Tps_zone3 et
Tps_zone2  correspondent le

mieux a la troisieme dimension de

notre ACP et y contribueraient a

plus de 60%. Distance n’y
participerait que pour un peu plus
de 15% (Figure 23B). En

conclusion, par les résultats de
cette ACP sur les variables
réponses de notre jeu de données
spécifiques aux individus adultes
de

déterminé que nous pouvions

sexe male, nous avons

réaliser des modélisations pour les

A PCA-Biplot

Age
@ 5
@ 17
=
=t . .
] Contribution
E B ! 200
o . 175
4- o 15.0
| | I 125
4 2 0 2 4 == 100
Dim1 (33.3%)
B Contribution of variables to Dim-1 €  Contribution of variables to Dim-2

(] [
o =1
' '

Contributions (%)

Contributions (%)

Figure 22 — A) Projection de nos adultes méles dans le plan défini par
les dimensions 1 et 2 de notre ACP ainsi que les variables réponses. B)
Graphique présentant la contribution des variables réponses pour la
dimension 1. C) Graphique présentant la contribution des variables
réponses pour la dimension 2.
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variables réponses suivantes: A PCA-Biplot _ Age

} ® @ s
Tps_zonel, Nb_att et Tps_zone3. | ® 1
s . °!
Cependant, nous avons préferé la o . ! . bt Cortribution
. . \ ® [__Tos zmne o & 32 200 e | | 21
variable Distance & Tps_zone3 car £ °~ %" 3 E;@; 5 B
] . N o oo | %o pPeone? s
elle joue un r6le dans les = !
| I i | | 12
dimensions 1 et 3 et permet de a 2 ; 2 B,

Dim1 (33.3%)

comparer avec les résultats issus Contribution of variables to Dim-3
du jeu de données relatif aux

adultes des deux sexes.

Contributions (%)

Nous avons donc essayé

de créer un modele linéaire

généralisé mixte, de distribution
Figure 23 — A) Projection de nos adultes males et femelles dans le plan
défini par les dimensions 1 et 3 de notre ACP ainsi que les variables
permettant d’expliquer Nb_att en réponses. B) Graphique présentant la contribution des variables
réponses pour la dimension 3.

binomiale négative de type I,

fonction des variables explicatives
L1, BMI, Poidsgorel, Croil2 et Lanalrel, qui ont été mises en évidence par notre matrice de
correlation, ainsi que par Conc, Sexe, Week et la variable aléatoire Coh. Nous avons aussi tenu
compte des interactions qui peuvent exister entre les différentes variables explicatives. Avant de
réaliser le modele, nous avons normalisé la distribution des variables Croil2, Poidsgorel et BMI.
Nous avons retiré un a un les termes les moins significatifs et avons ensuite réalise un test ANOVA
pour déterminer quelle combinaison de termes expliquait au mieux Nb_att. Il en ressort que c’est

le modé¢le suivant qui nous permet d’expliquer au mieux la variabilité observable pour Nb_att :

Nb_att ~ Week + Lanalrel:Week + (1|Coh)

Nous constatons que I’dge de I’individu a un effet statistiquement significatif sur le nombre
d’attaques. En effet, il semblerait que lorsque ’age augmente, le nombre d’attaques aussi (p =
0,02195). Pour I’interaction entre I’age et la longueur relative de la nageoire anale, cela s’avére
plus complexe car seule I’interaction avec 1’dge de 5 semaines semble avoir un impact
statistiquement hautement significatif sur le nombre d’attaques (p = 0,00425) (Tableau 15). L’ICC

est de 0,13 ce qui est inférieur a 0,3 (Annexe 58). Il n’y aurait donc pas d’effet cohorte sur le
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nombre d’attaques. Cependant nous

avons décidé de conserver la variable

Tableau 15 — Résumé du modele linéaire généralisé mixte, de
distribution binomiale négative de type I, permettant d’expliquer
Nb_att en fonction de Week, de l'interaction entre Week et

Coh car le RZ du modele qui en

découle est supérieur a celui ne

Family: nbinoml

Lanalrel et (1| Coh).

( log )

Formula: Mb_att ~ Week + Lanalrel:week + (1 Coh)
. Data: data_9
prenant que les effets fixes (Annexe -
AIC BIC TogLik deviance df.resid
58). 809.0  824.0 -398.5  797.0 87
random effects:
Nous avons ensuite déterminé conditional model:
. ., . . . . Groups Name variance std.Dev.
le modéle lineaire mixte qui explique  coh  (Intercept) 0.1201  0.3593
Number of obs: 89, groups: cCoh, &
au mieux les résultats observables rispersion parameter for nbinoml family (): 75.4
pour la variable Tps zonel en conditional model:
Estimate std. Error z value Pr(=|z|)
1 H i i (Intercept) -1.773 2.151 -0.825 0.40968
fonction des variables explicatives —‘Tne=r s s oS vooies .
. . wWeekS:Lanalrel 30.467 10. 658 2.859 0.00425 **
L1, BMI, Poidsgorel, Croil2, weeki7:ianalrel -15.467 12.547 -1.233 0.21769
Lanalrel, Conc, Sexe et Week tout en  signif. codes: 0 "##*% 0.001 “**% 0.01 **' 0.05 *.7 0.1 ° * 1

tenant compte de la variable aléatoire Coh. Nous avons de nouveau tenu compte des interactions

qui peuvent exister entre les différentes variables explicatives. Pour clarifier notre modele, nous

avons supprimé un a un les termes les moins significatifs. Nous avons ensuite réalise un test

ANOVA et fait ressortir la combinaison de termes qui expliquait au mieux Tps_zonel. Nos

analyses statistiques nous permettent d’isoler le modele linéaire suivant qui nous permet

d’expliquer au mieux la variabilité observable pour Tps zonel :

Tps_zonel ~ Lanalrel + Week

En effet, ’absence d’ICC (Tableau 16) ainsi
que la réalisation d’'une ANOV A comparant le
modele mixte avec le modéle non mixte ont
mis en évidence que la variable aléatoire
cohorte n’avait aucun effet statistiguement
significatif sur Tps_zonel (p = 1) (Annexe
59). Nous constatons cependant que I’age de
effet

significatif sur le temps passé proche du

I’individu a un statistiquement

miroir (p < 0,01). En effet, il semblerait que

Tableau 16 — Résumé du modele linéaire mixte
permettant d’expliquer Tps_zonel en fonction de I'age,
du sexe et du facteur aléatoire cohorte.

Tps_zonel

Predictors Estimates Ccr dfr

(Intercept) 2.54 -0.32-540 8589

Lanalrel -1437 -2886-0.12 8555

Weekl7 065"  019-110 2744
Random Effects

o2 0.83

T00 Coh 0.00

N con 6

Observations &9

Marginal R? / Conditional R*  0.139 /NA

¥p<0.03 **p=0.0] ***p<0.00]
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lorsque I’age augmente, I'individu passe plus  Tapleau 17 - Résumé du modéle linéaire mixte

de temps en zone 1 (Tableau 16). Nous avons ~_Permettant d'expliquer Distance.

validé notre modele en vérifiant la normalité Distance
Precictors Estimates cI &
de sa distribution ainsi que ’homogénéité de  (ratercept) 320 061-718 T6.41
ses variances (Annexe 60). co Refersnce
. ] ConcCO:Poidsgorel 033" 0.65--001 7766
Nous avons ensuite déterminé le
C1 ngo**  031-147 7628
modéle linéaire mixte qui explique au mieux
ConeCl:Poidsgorel 0347 001 -067 7376
les résultats observables pour la variable o _ o
ConeCl:Week17 165 ™ -2682--067 7654
Distance en fonction des variables - 040 020100 7364
explicatives L1, BMI, Poidsgorel, Croil2,  c,u.capoidsgore 003 -041-034 7783
Lanalrel, Conc, Sexe et Week tout en tenant  concC2:Wesk17 042 -132-048 7497
compte de la variable aléatoire Coh. Nous  Creil2 075 -231-081 7616
avons pris en compte les interactions pouvant ~ Lesalrl 14277 -2843--010 75.10
Week17 133 7% 067-198 73530

exister entre les différentes variables

explicatives. Pour simplifier notre modéle, les Fandom Effects

o 0.67
termes les moins significatifs ont été retirés les  _ a 0.14

s oh oL
uns apres les autres. Nous avons ensuite ICC 0.18
L e s , . N ¢an g
réalisé un test ANOVA pour déterminer :

Obzervations 89

quelle combinaison de termes expliquait au  narginal R? / Conditional R? 0.265/0.394

H‘.'_".‘{_'ug'_ Ej :E:H‘r_._{_'ls-. C'J" :E:H:E:P ::Lf‘l, gﬁf

mieux Distance. Il est ressorti de nos analyses

statistiques le modéle suivant qui explique au mieux la variabilité observable pour Distance :
Distance ~ Croil2 + Lanalrel + Conc + Week + Poidsgorel:Conc + Conc:Week + (1|Coh)

Avec un ICC de 0,18 (Tableau 17), nous supposerions que la cohorte n’a pas d’effet sur la distance
parcourue lors du test MIA. Cependant, par la réalisation d’une ANOVA, comparant le modéle
mixte avec le modele non mixte correspondant, nous pouvons dire que la variable aléatoire cohorte
a un effet statistiquement significatif sur Distance (p = 0,02747) (Annexe 61). C’est pourquoi nous
avons décidé de conserver la variable Coh. De plus, le R2 conditionnel du modele est supérieur a
celui ne prenant que les effets fixes (Tableau 17). L’age des individus a un impact statistiquement
trés hautement significatif sur la distance parcourue (p < 0,001) alors que la plus forte concentration

en perméthrine ainsi que la longueur relative de la nageoire anale ont un effet hautement significatif
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(p <0,01). Le poids relatif des gonades semble statistiquement impacté de maniere significative (p
< 0,05) la distance lorsque les individus ont été exposés a la plus forte concentration en perméthrine
ou lorsqu’ils n’ont pas été exposés a la neurotoxine. Les individus les plus agés exposés a la plus
forte des concentrations montrent une diminution statistiquement hautement significative de
Distance (p <0,01) (Tableau 17). Nous avons validé notre modéle en Vérifiant la normalité de sa

distribution ainsi que 1’homogénéité de ses variances (Annexe 62).
Génétique

MeCP2 Tableau 18 — Résumé du modele linéaire expliquant eM.

Nous avons regardé le niveau

eM
d’expression de MeCP2. Comme la Prodictors Estimates cr df
distribution ne suivait pas la normalite, nous (Intercept) 052" -074--030 84.00
avons pris le logarithme du niveau o _
Week17 090 039-120 84.00
d’expression (eM). Nous avons alors essayé
Weeks 087%™ 0.56-117 84.00

de déterminer le modele linéaire mixte

Observations 87
RI/R? adjusted 0.342/0.326
*p=0.0) **p<00] ***p=0.00]

expliqguant au mieux eM en fonction des

variables explicatives Conc et Week et de leur

interaction ainsi que de I’effet aléatoire

cohorte. Nous avons tenu compte des
interactions qui peuvent exister entre les
différentes variables explicatives. Afin de

simplifier notre modéle, nous avons retiré un

a un les termes les moins significatifs, réalisé

un test ANOVA et pu déterminer quelle

Loglexpression de MeCP2)

combinaison de termes expliquait au mieux

eM. Il est ressorti, de nos analyses statistiques,

-1
I

le modele linéaire suivant qui nous permet

d’expliquer au mieux la variabilité observable | | T

1 5 17
pour eM :

Week

eM ~ Week Flgurt'e 24 — L’oAgarlthme de I'expression de MeCP2 en
fonction de I'age.
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L’effet aléatoire cohorte a été retiré car ’ANOV A comparant le mode¢le mixte avec le modele non

mixte correspondant a fourni une p-valeur non significative (p = 1) (Annexe 63). Nous constatons

que le logarithme du niveau d’expression de MeCP2 augmente avec 1’dge de maniére

statistiquement tres hautement significative (p <0,001) (Tableau 18). L’homogénéité des variances

ainsi que la normalité de la distribution étaient respectées (Annexe 64). Nous avons alors réalisé

un test de Tukey pour comparer les ages deux a deux. Ainsi, les larves ont un eM statistiquement

significativement différent des adultes alors qu’aucune différence statistiquement significative

existe pour ces derniers entre 5 et 17 semaines (Figure 24).

tollip

Nous avons observé le niveau
d’expression de tollip. Comme la distribution
ne suivait pas la normalité, nous avons pris le
logarithme du niveau d’expression (eT). Nous
avons déterminé le modeéle linéaire mixte
expliquant au mieux eT en fonction des
variables explicatives Conc et Week et de leur
interaction en tenant compte de [effet
aleatoire cohorte Pour simplifier notre
modele, apres avoir retiré un a un les termes
les moins significatifs, nous avons réalise un
ANOVA  pour

combinaison de termes expliquait au mieux

test déterminer  quelle
eT. Le modéle linéaire suivant est ressorti de

nos analyses :
eT ~ Week

L’effet aléatoire cohorte a été retiré car
I’ANOV A comparant le modele mixte avec le
modeéle non mixte correspondant a fourni une
p-valeur non significative (p = 0,8108)
(Annexe 65).

Nous constatons que le

Tableau 19 — Résumé du modeéle linéaire expliquant eT.

eT
Predictors Estimates Cr qaf
(Intercept) 0R1 *F -1.02--0.60 84.00
Weekl7 1127 083-142 8400
Week5 125% 096-1353 §4.00
Observations 87
R2/R? adjusted 0.506 / 0.495
*p=0.0 **p=0.0] ***p=0.00]
o~ — a
& a |
: o |
T T T
1 5 17

Week

Figure 25 — Logarithme de I'expression de tollip en

fonction de I'age.
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logarithme du niveau d’expression de tollip augmente avec 1’age de maniére statistiquement tres
hautement significative (p < 0,001) (Tableau 19). Nous avons validé notre modele en vérifiant
I’homogénéité des variances et la normalité de la distribution (Annexe 66). Nous avons ensuite
réalisé un test de Tukey pour comparer les &ges deux a deux. Les larves ont un eT statistiquement
significativement différent des adultes alors qu’aucune différence statistiguement significative

existe pour ces derniers entre 5 et 17 semaines (Figure 25).
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Discussion

Les pyréthroides sont actuellement considérés comme les insecticides les plus sOrs
disponibles sur le marché (Dorman & Beasley, 1991; Katsuda, 1999). C’est pourquoi la
perméthrine est retrouvée dans un trés grand nombre de domaines comme la santé humaine (Hamm
et al., 2006; Kennedy et al., 2005; OMS, 20114, 2011b) ou encore I’agriculture (Katsuda, 1999;
Soderlund et al., 2002). Néanmoins, il a été demontré que cette molécule impactait négativement
les milieux dulcicoles (Stehle & Schulz, 2015; Q. Zhang et al., 2017).

Courbe de survie

Nos résultats montrent que le groupe de N. furzeri exposé a 100 pg/L présente un taux de
mortalité plus élevé, statistiquement significatif, par rapport au groupe control ou au groupe de
ceux exposés a 10 pg/L (figure 8, page 24). Néanmoins, cette différence disparait lorsque
I’exposition a la neurotoxine s’arréte, suggérant un effet direct et non prolongé de celle-ci sur
I’organisme. A I’heure actuelle il n’existe pas d’étude mettant en évidence la LC50 (concentration
pour laquelle 50% des individus sont décedés) de la perméthrine chez N. furzeri. Néanmoins, des
¢tudes montrent qu’elles sont de 300 pg/L chez le zebrafish pour une exposition de 6 jours et
supérieur a 500 mg/kg chez le rat pour une exposition de 14 jours et, cette difference entre vertébres
terrestres et aquatiques peut étre expliquée par plusieurs facteurs (Demicco et al., 2009; Zhu et al.,
2020). En effet chez les espéces aquatiques, la voie d’entrée principale de la molécule dans
I’organisme se situe au niveau des branchies qui représentent une surface de contact trés importante
avec le milieu extérieur tout en ayant un epithélium tres mince directement en communication avec
le systeme sanguin. Le caractére hydrophobe des pyréthroides, ajouté au volume d’eau important
parcourant les branchies sans interruption, fait de ces derniéres un site important d’échange direct
avec I’environnement (Di Giulio & Hinton, 2008). Aussi, des études ont démontré que la
perméthrine altererait le fonctionnement des canaux sodiques voltages dépendants (Dorman &
Beasley, 1991; Soderlund, 2012) et induirait des dommages oxydatifs au cerveau des poissons par
une surproduction d’especes réactives de ’oxygeéne (ROS) et une perte de I’équilibre oxydatif
(Moniruzzaman et al., 2020). De plus, elle induirait une augmentation de la demande énergétique
du cerveau ainsi qu’une hypoxie (Biales et al., 2011). Enfin, il a été démontre chez les vertébrés
que la métabolisation des pyréthroides se fait par hydrolyse de la molécule au niveau de I’ester

central suivit d’une oxydation des produits (Demoute, 1989), or dans son étude Glickman montre
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que I’hydrolyse est un processus assez lent chez les poissons (Glickman et al., 1981) ce qui conduit
indirectement a une plus longue exposition au polluant due a une élimination moins efficace. Le
taux de mortalité que nous avons observé a 100 pg/L serait le résultat de ce stress important que
les individus exposés auraient subi pendant leur premiére semaine de vie. Méme si cette
concentration est bien inférieure a ce que 1’on peut retrouver chez les vertébrés terrestres, nos
résultats renforcent 1’hypothése d’une plus forte sensibilité aux pyréthrinoides chez les organismes
aquatiques. Cependant, bien qu’aucune mortalité liée a I’exposition a la plus faible concentration
ne soit enregistrée, il n’en est pas moins important d’investiguer plus en détails 1’impact de la
perméthrine sur ’organisme. En effet, comme 1’a montré la review de Wang et ses collaborateurs
de 2016, le stress oxydatif engendré par la perméthrine endommagerait les lipides, les protéines ou
encore I’ADN des individus (X. Wang et al., 2016). Cela peut donc entrainer des modifications
importantes dans la morphologie, la génétique, 1’épigénétique ou encore le comportement du

poisson.

Agressivité

Dans cette étude nous voulions évaluer I’impact d’une exposition a la perméthrine pendant
le développement larvaire sur 1’agressivité¢ du killifish turquoise tout au long de sa vie. Pour ce
faire, nous avons testé les poissons adultes agés de 5 ou 17 semaines sur le MIA. Ce test nous
permet de mesurer ’agressivité d’un individu de deux maniéres différentes : par le nombre
d’attaques contre le miroir et par le temps passé proche de celui-ci. Cette derniere mesure, tout
comme la distance parcourue lors du test, est particulierement intéressante a étudier car on retrouve
dans les comportements agonistiques de cette espece de poisson des parades d’intimidation ou

encore des combats latéraux qui sont donc une autre forme d’agressivité (Polacik & Podrabsky,

2015).

Nos résultats montrent que le sexe semble jouer un réle important dans 1’agressivité chez
N. furzeri. En effet, pour des individus du méme age, les femelles attaquent moins le miroir
(Tableau 11, page 39) et passent moins de temps aux abords de celui-ci que les individus méales
(Tableau 12, page 40). Graf et ses collaborateurs ont rapporté que les femelles de cette espéce de
Cyprinodontiformes ne présentaient pas de comportements agressifs, a I’opposé des males (Graf et
al., 2010). Ce qui expliquerait cette plus grande agressivité des males serait leur besoin d’établir

une hiérarchie entre les individus. En effet, il a été rapporté que des combats violents pouvaient
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prendre place entre les males afin de déterminer qui & la dominance sur I’autre (Genade et al.,
2005). Cette hiérarchie, qui se base premiérement sur la taille des individus, est primordiale car
c’est elle qui détermine qui a la possession des zones de fraies et la priorité sur les femelles (Haas,
1976; Polacik & Reichard, 2009). Les combats (attaques ou intimidation) sont donc un moyen de
confirmer cette hiérarchie et répondent au besoin de se reproduire des males et de transmettre leurs
génes a la génération suivante. Cependant, les réponses comportementales peuvent montrer une
variabilité interindividuelle assez importante (Kermen et al., 2020; Salvanes & Hart, 1998), il est
donc logique d’observer une grande variabilité entre les réponses des individus. C’est pourquoi

tous les males n’ont pas forcément montré de comportements agressifs.

Nos expériences ont aussi montré que 1’dge aurait un impact sur les comportements
agressifs du killifish turquoise. En effet, les individus &ges de 17 semaines attaquent moins le miroir
(Tableau 11, page 39) mais passent plus de temps proche de celui-ci que ceux agés de 5 semaines
(Tableau 12, page 40). De plus, ils se déplacent plus que les jeunes durant le test (Tableau 17, page
46). Cependant, en contexte de repos, sans opposants, Valenzano et ses collaborateurs ont montré
que pour I’individu de cette espece la vélocité ainsi que le temps passé a se déplacer et donc la
distance parcourue diminuaient avec I’age (Dario R. Valenzano et al., 2006). Nous pouvons donc
supposer que passer beaucoup de temps proche du miroir ainsi que se déplacer fortement lors du
MIA seraient, pour les males, une forme d’agressivité passive. Les individus les plus agés ne se
montreraient donc pas moins agressifs que les jeunes mais présenteraient plus des comportements
d’intimidation comme nous avons pu I’observer. Nous supposons que ce changement dans les
comportements agonistiques en fonction de 1’age est une adaptation a leur milieu de vie. En effet,
N. furzeri vit dans des plans d’eau éphéméres et réalise donc son cycle de vie en quelques mois
(Blazek et al., 2013; Terzibasi Tozzini et al., 2013). La maturité sexuelle est donc rapidement
atteinte, au plus t6t des 18 jours de vie pour les males, mais cela se fait au détriment de la croissance.
De plus, comme le maximum de fécondité des femelles est atteint a 1’4ge de 13 semaines et que
celle-ci décline aprés (Zak & Reichard, 2021), il est impératif pour les males de se reproduire au
plus vite. 11 est donc intéressant pour ces derniers d’étre sexuellement matures au plus t6t méme si
leur taille est plus petite. Ariyomo et Watt ont montré chez 1’espéce D. rerio que les males les plus
agressifs et téméraires avaient un succes reproductif supérieur aux autres (Ariyomo & Watt, 2012).
Afin de maximiser leur chance de se reproduire et parce qu’ils n’ont toujours pas atteint leur taille

maximale, les méles &gés de 5 semaines montrent une agressivité sous la forme d’un nombre
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d’attaques plus important. A I’opposé, a 17 semaines, les individus attaquent moins le miroir car
maintenir un tel comportement agonistique ne serait plus avantageux pour eux. En effet, comme la
fécondité des femelles est plus faible, qu’il n’y a aucun chevauchement des populations et que les
combats peuvent induire des blessures graves aux protagonistes, maintenir un comportement
d’attaques s’avére néfaste pour la survie des males, le rapport cotits/bénéfices ne serait plus
intéressant (Cellerino et al., 2016; M. Reichard et al., 2009; Zak & Reichard, 2021) et c’est
pourquoi nous avons observé une augmentation des comportements d’intimidations. Ainsi, on peut
émettre I’hypothése que le nombre d’attaques des males diminuerait en paralléle avec la fertilite
des femelles. De plus, comme a cet age les poissons de cette espece ont atteint leur taille maximale

(Blazek et al., 2013), nous pouvons supposer que 1’intimidation est plus efficace.

I nous a aussi été possible de mettre en évidence que la longueur relative de la nageoire
anale des males covarie avec le nombre d’attaques contre le miroir lorsque les individus sont agés
de 5 semaines (Tableau 15, page 45). Cependant, pour le temps passé proche du miroir, cette
longueur relative n’a pas pu €tre mise en évidence par nos tests statistiques mais elle est nécessaire
a notre modele (Tableau 16, page 45). La nageoire anale est un caractere sexuel secondaire
important chez les males du genre Nothobranchius. En effet, elle joue un réle dans les
comportements agonistiques entre males mais aussi lors de la reproduction, tant dans la phase de
séduction des femelles que dans celle du maintien de ces derniéres contre le substrat pour la ponte
(Cellerino et al., 2016; Haas, 1976; Pola¢ik & Podrabsky, 2015). Ainsi, nous pouvons supposer
que lorsque la longueur relative de la nageoire anale augmente, cela apporte un avantage au poisson
lors des combats et de la reproduction. En effet, les individus avec une nageoire anale plus grande
attaqueraient plus a 5 semaines ce qui les placeraient plus haut dans la hiérarchie et donc

augmenterait leur fitness.

Il est important de noter que nous n’avons pas analysé le succes reproductif des individus,
qu’ils soient males ou femelles dans cette étude. Il serait donc intéressant d’étudier ce dernier afin
de déterminer avec certitude si I’agressivité, sous la forme du nombre d’attaques, impacte

réellement ce succes chez les poissons de ’espéce Nothobranchius furzeri.

Nos résultats ont aussi mis en évidence que le rapport entre les tailles a 1 semaine et 2

semaines de vie était négativement corrélé avec le déplacement des individus lors du MIA (Tableau
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13, page 41). Nous pensons que cela serait en lien avec le sexe des individus méme si nos résultats
n’ont pas pu mettre en évidence un effet de ce dernier sur le déplacement. En effet, ’espéce
Nothobranchius furzeri posséde un dimorphisme sexuel trés marqué avec des males plus grands et
colorés que les femelles (Blazek et al., 2013; Cellerino et al., 2016). Or pour étre plus grand, la
croissance des males doit étre supérieure a celle des femelles. Ainsi, les individus dont la croissance
est plus faible, comme les femelles, parcourent une plus grande distance car ces derniers passent
plus de temps a explorer I’aquarium qu’a attaquer et/ou intimider. Cependant, nous supposons que
cet effet de la croissance est sous-estimé a cause du design méme de notre expérimentation. En
effet, tous les individus, des leur troisieme jour d’existence, ont tous €¢t€ maintenus seuls dans leur
aquarium. Or, il a été montré chez cette espéce, que les femelles isolées, par manque de stimulation
masculine, grandissaient et grossissaient plus car elles s’investissaient moins dans la reproduction

(Graf et al., 2010).

La distance parcourue par les males lors du MIA nous permet d’estimer le niveau
d’énervement de I’individus. Selon nos observations, plus I’individu se déplace, plus il est énervé.
Il est donc intéressant d’observer une corrélation positive entre la distance parcourue et la
concentration en perméthrine. En effet, plus celle-ci est importante, plus la distance est grande
(Tableau 17, page 46). L’énervement d’un individu adulte serait donc corrélé avec 1’exposition a
la neurotoxine durant son développement comme 1’a montré Nunes avec le poisson zébre (Nunes
et al., 2020). Cependant, si la perméthrine n’influence pas le poids relatif des testicules selon nos
observations (Figure 13B, page 29), celui des individus exposés a la plus forte concentration serait
positivement corrélé avec la distance parcourue (Tableau 17, page 46). Ce pyréthroide de synthése
entraine une suppression de 1’expression des génes codant pour le récepteur androgéne, facteur de
transcription important pour le développement masculin et produit en grande quantité dans les
cerveaux et les muscles des males (Brinkmann et al., 1999; Hossain et al., 2008; Q. Zhang et al.,
2017). Nous pouvons donc supposer que cet effet inhibiteur se soit atténué avec le temps et la
détoxification de I’organisme car les mesures du poids des gonades n’ont été réalisées que sur les
individus &gés de 5 et 17 semaines, c’est-a-dire 4 et 16 semaines apres la fin de I’exposition a la
perméthrine. Cela expliquerait aussi pourquoi aucun effet de la concentration n’a pu étre observé
sur les caracteres sexuels males secondaires comme la nageoire anale ou encore la tache jaune de
la nageoire caudale. Néanmoins, nos résultats ont montré que le déplacement est négativement

corrélé avec la longueur relative de la nageoire anale des males (Tableau 17, page 46). Il serait
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donc intéressant d’étudier plus en profondeur le rOle de cette nageoire anale dans les
comportements agonistiques de Nothobranchius furzeri et de déterminer si une exposition a la
perméthrine n’entrainerait pas un retard développemental des males. 1l serait également intéressant
de prolonger I’exposition a la perméthrine au moins jusqu’a 1’4ge ou les caractéres sexuels sont
visibles a I’ceil nu. Une autre explication serait que les organismes exposés ont compensé cette
sous-expression des récepteurs par une surproduction d’hormones androgénes comme la
testostérone, hormone dont le niveau est généralement positivement corrélé avec 1’agressivité
(Fernald, 1976). Or les testicules étant un lieu de production de cette hormone, les individus
exposés a la plus forte concentration ayant le poids relatif des testicules le plus grand doivent
produire plus de testostérone que les autres. Il est donc normal que 1’agressivité des males fortement
exposes, ici mesurée par le déplacement, covarient avec le poids relatif de leurs testicules. Il serait
donc extrémement intéressant d’analyser les niveaux de testostérone chez les males N. furzeri
exposés a ce pyréthroide de synthése. Cependant, I’interprétation de nos résultats nous laisse a
penser que ces deux explications sont valables et que ¢’est probablement un mélange des deux que

nous avons pu observer.

Moléculaire

Nos résultats ont montré que 1I’age affecte le niveau d’expression du géne MeCP2. En eftet,
les larves présentent un niveau d’expression inférieur a celui des adultes agés de 5 et 17 semaines
(Figure 24, page 47). Ce géne code pour une protéine répresseur a long terme de la transcription
qui lie ’ADN méthylé (Meehan et al., 1992). Ainsi, méme si le niveau de méthylation de I’ADN
dans le cerveau du killifish turquoise ne varierait pas avec 1’age (Zupkovitz et al., 2021),
I’expression des genes, quant a lui, varierait car le niveau d’expression de MeCP2 augmenterait.
Cependant, si Balmer et ses collaborateurs ont montré que ce niveau d’expression augmentait avec
I’age dans les neurones (Balmer et al., 2003), I’expression de ce géne semble atteindre un plateau
a I’age adulte. Nous avions décidé d’étudier ce gene car il avait été rapporté qu’il régulerait le
comportement agressif des vertébrés (Guy et al., 2011; Tantra et al., 2014). Cependant comme
nous n’avons pas pu mesurer 1’agressivité de larves et qu’il n’existe aucune différence significative
du niveau d’expression de MeCP2 entre les adultes 4gés de 5 et 17 semaines, il ne nous est pas

possible de vérifier cette hypothese.
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Nous nous sommes aussi intéresses au niveau d’expression du gene tollip, intervenant dans
la régulation par inhibition du systéeme immunitaire inné (G. Zhang & Ghosh, 2002). Dans nos
résultats, il est apparu que les larves montraient un niveau d’expression inférieur a ceux des adultes
de 5 et 17 semaines mais qu’aucune différence entre adulte n’¢était observable (Figure 25, page 48).
Cela est particulierement surprenant car il a été rapporté que I’expression de ce geéne dans le cerveau
diminuait avec 1’age (Cribbs et al., 2012). La seule explication a cela proviendrait d’une activation
du systéme immunitaire inné de nos poissons a I’age adulte. En effet, il a été démontré qu’une
activation du systéeme immunitaire inné par une endotoxine bactérienne induisait une augmentation
de I’expression du géne tollip dans 1’hypothalamus (Herman et al., 2013). Nous supposons que
notre hébergement des poissons est la cause de cette activation du systeme immunitaire inné. En
effet, les adultes étaient hébergés séparément dans des bocaux de 3L d’eau stagnante dont nous
changions et renouvelions le volume a 30 pourcents tous les jours et a plus de 80 pourcents une
fois par semaine. Comme 1’eau était inerte et non renouvelée a 100 pourcents, un film bactérien a
pu étre observé a la surface de I’eau. De plus, nous nourrissions nos poissons ad libitum et donc
des restes de nourriture étaient présents dans 1’eau avant le renouvellement. Toutes ces conditions
ont, selon nous, permis le développement bactérien. Ainsi, les poissons adultes ont été exposés a
des bactéries et donc probablement a des endotoxines qui ont activé leur systeme immunitaire inné.
A T’opposé, pour les larves, le milieu était renouvelé a 100 pourcents tous les matins et a 50

pourcents le soir. Le développement bactérien y était donc moins aisé.

Cependant, I’absence de modification du niveau d’expression d’un géne a la suite d’une
exposition a une molécule neurotoxique ne signifie pas que celle-ci n’a aucun effet sur le génome
et plus particulierement I’épigénome de I’individu. En effet, ’étude de I’'impact d’une molécule
toxique sur 1’épigénome et plus spécifiquement le méthylome a déja fait le sujet de différentes
recherches (Falisse et al., 2018; Voisin et al., 2021). Il serait donc assez intéressant de voir
comment le méthylome du Killifish turquoise varie suite a une exposition a la perméthrine surtout
qu’il a déja été montré qu’il existait un lien entre la méthylation de certains génes comme tollip et
I’agressivité (Carion, 2019). Une étude récente menée sur Nothobranchius furzeri a mis en
évidence que les mécanismes régulant la méthylation de I’ADN étaient extrémement conservés et
semblables a ceux de I’lhomme (Zupkovitz et al., 2021). De plus, le méthylome change au cours de
la vie de I’individu et pourrait servir de biomarqueur du vieillissement (Petkovich et al., 2017,

Thompson et al., 2017; Weidner et al., 2014). Cependant, les modifications du méthylome sont
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specifiques a chaque organe (Zupkovitz et al., 2021). 1l serait donc assez intéressant d’étudier le
méthyléome de différents organes en fonction du vieillissement et d’une exposition a une
neurotoxine. De plus, il a été démontré que la perméthrine pouvait n’avoir aucun effet sur le
comportement des larves exposées pendant leur développement mais pouvait fortement impacter
le comportement des générations suivantes (Blanc et al., 2020). Ainsi, 1’étude transgénérationnelle

d’une exposition a la perméthrine et I’étude du méthylome semblent particulierement intéressantes.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, nous constatons que la perméthrine est bien une molécule toxique et nocive
pour le modele biologique Nothobranchius furzeri. En effet, la probabilité de survie des individus
exposes est plus faible que celle du groupe controle. Cela serait le résultat de la facilité de cette
molécule a pénétrer dans 1’organisme par les branchies, des dommages oxydatifs qu’elle crée dans
le cerveau ainsi que la faible capacité des téléostéens a la métaboliser. Cependant, la concentration
en perméthrine n’aurait pas d’effet sur le long terme sur la survie. Il serait particulierement
intéressant de mesurer les valeurs de LC50 chez cette espece a la suite d’une exposition a la

perméthrine car aucune publication sur le sujet n’a encore été réalisée.

Nous avons aussi constaté que I’agressivité des adultes était dépendante du sexe. En effet,
les femelles de cette espéce ne présentent pas de comportements agressifs lors de la réalisation d’un
MIA a I’opposé des males. Grace a ces derniers, nous avons pu mettre en évidence que 1’agressivité
pouvait étre mesurée de différentes maniéres lors de ce test : par le nombre d’attaques, par le temps
passé proche du miroir et par la distance parcourue. Ces trois mesures ont permis de prouver qu’en
fonction de leur age, les méles montraient différents types de comportements agonistiques. Les
plus jeunes préferent I’attaque, probablement pour augmenter leurs chances de se reproduire, alors
que les vieux privilégient I’intimidation car le rapport colt/bénéfice de I’attaque pour la
reproduction ne serait plus avantageux. Il serait assez intéressant d’étudier plus en profondeur le
lien entre les comportements agonistiques des males de I’espéce Nothobranchius furzeri et leur
vieillissement mais aussi leur succeés reproducteur. 11 serait particulierement intéressant de vérifier
notre hypothése selon laquelle le type de comportement agonistique des males évolue en paralléle
a la fertilité des femelles. De plus, il semble que certains caracteres sexuels secondaires males,
comme la longueur relative de la nageoire anale, covarient avec I’agressivité. Il serait alors
intéressant de déterminer dans quelle mesure ce caractére covarie avec l’agressivité. La
concentration en perméthrine semble impacter de maniére indirecte, a I’exception de la distance
parcourue, l’agressivité des individus males en agissant sur leur morphologie et leur
développement par I’intermédiaire d’une inhibition des geénes codant pour le récepteur androgene.
Il serait donc intéressant de déterminer si une exposition a la perméthrine n’entrainerait pas un
retard développemental des males. Il faudrait également étudier le niveau de testostérone chez les

males afin de savoir si I’effet inhibiteur de la perméthrine sur I’expression des genes codant pour
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le récepteur disparait avec le temps et la détoxification de 1’organisme ou si I’organisme surproduit

de la testostérone pour contrebalancer le manque de récepteurs.

Enfin, nous avons constaté que 1’dge influence bien I’expression génétique de tollip et
MeCP2 mais pas la concentration en perméthrine. Cependant, I’absence de modification du niveau
d’expression d’un geéne a la suite d’une exposition a une molécule neurotoxique ne signifie pas que
celle-ci n’a aucun effet sur le génome et plus particulierement 1’épigénome de I’individu. 1l serait
donc assez intéressant d’étudier les modifications de ce dernier a la suite d’une exposition a une

neurotoxine mais sur plusieurs générations.
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Annexes

Solution meére
[Sol. mere] (mg/L)
[flacon] 50000

Préparation des solutions Stock
Condition  [Sol. Stock] (mg/L) (100% DMSO)

C1 1000
Cc2 100
CTL 0

Allicoter 50ul de chaque dans un ep de 1.5 entreposé dans le noir a-80°C

Préparation des solutions de travail

Extemporanément 25ul des solutions Stock porté a 250ml d'eau du systéme
Condition  [Sol. Travail] (png/L) (0,01% DMSO)

C1 100
Cc2 10
CTL 0

Annexe 1 -Tableau récapitulatif des dilutions de la perméthrine

Génes Sens Amorce
tollip F  GCATCACTGTTGTCCAGGCTA
R TATGAGCTGTTGGCGTCTCG
MeCP2 F GCGGACAAACTggagaagagccaa
R aggcgtggttgtggtctcaacc
EFla F  GTGGAAGTTTGAGACCAGCAAG
R | CAACACCAGCAGCAACAATC

Annexe 2 -Tableau récapitulatif des amorces des genes étudiés dans cette étude
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Week

Conc

Coh

Sexe

Lo

L1

L2

L5

L17

Croi0l
Croil2
Croi25
Croi217
Croi05
Croi017
Apuprel
Lcaudrel
Acaurel
Ajaunerelcau
Ajaunerel
Lanalrel
Analrel
Poids

BMI
Poidscervrel
Poidsgorel
Poidsfoierel

Tps_1
Tps_moy
Nb_att
Tps_zonel
Tps_zone2
Tps_zone3
Tps_zoned
Distance
Dist_lum
Dist_obs
Tps_Blum
Tps_Bobs
Tps_Clum
Tps_Cobs
Accl10
Accld0
Accol0
Accod0

Variables explicati+B23+A1:B39
Age de test (S1-S5-517)
Concentration en perméthrine (CTL- C1- C2)
Cohorte du poisson (1a7)
Sexe du poisson (Mou F)
Longueur (mm) du poisson a 0 semaine
Longueur (mm) du poisson a 1 semaine
Longueur (mm) du poisson a 2 semaines
Longueur (mm) du poisson a 5 semaines
Longueur (mm) du poisson a 17 semaines
Rapport des tailles entre O et 1 semaine
Rapport des tailles entre 1 et 2 semaines
Rapport des tailles entre 2 et 5 semaines
Rapport des tailles entre 2 et 17 semaines
Rapport des tailles entre O et 5 semaines
Rapport des tailles entre 0 et 17 semaines
Aire de la pupille du poisson relative a sa taille a 5 semaines ou 17
Longueur de la nageoire caudale relative a la taille du poisson a 5 semaines ou 17
Aire de la nageoire caudale relative ala taille du poisson a 5 semaines ou 17
Aire de la tache jaune relative a l'aire de la nageoire caudale
Aire de la tache jaune relative a la taille du poisson a 5 semaines ou 17
Longueur de la nageoire anale relative ala longueur du poisson a 5 semaines ou 17
Aire de la nageoire anale relative a la taille du poisson a 5 semaines ou 17
Poids (g) du poisson a 5 semaines ou 17
Body Mass Index du poisson
Poids du cerveau relatif au poids du poisson a 5 semaines ou 17
Poids des gonades relatif au poids du poisson a 5 semaines ou 17
Poids du foie relatif au poids du poisson a 5 semaines ou 17

Variables réponses

Temps (s) avant la premiére attaque lors du MIA
Temps moyen (s) entre attaques lors du MIA
Nombre d'attaques sur les 15 minutes du MIA
Temps (s) passé dans la zone 1
Temps (s) passé dans la zone 2
Temps (s) passé dans la zone 3
Temps (s) passé dans la zone 4
Distance (cm) parcourue lors du MIA
Distance (cm) parcourue lors de I'openfield pendant les 20 minutes a la lumiere
Distance (cm) parcourue lors de I'openfield pendant les 20 minutes d'obscurité
Temps (s) passé en bordure lors de I'openfield pendant les 20 minutes a la lumiére
Temps (s) passé en bordure lors de I'openfield pendant les 20 minutes d'obscurité
Temps (s) passé au centre lors de I'openfield pendant les 20 minutes a la lumiére
Temps (s) passé au centre lors de I'openfield pendant les 20 minutes d'obscurité
Accélération moyenne (mm/s?) pendant les 10 premiers cycles de tapping a la lumiére
Accélération moyenne (mm/s2) pendant les 40 derniers cycles de tapping a la lumiére
Accélération moyenne (mm/s?) pendant les 10 premiers cycles de tapping a I'obscurité
Accélération moyenne (mm/s?) pendant les 40 derniers cycles de tapping a I'obscurité

S1 S5 S17
X X X
X X X
X X X
X X
X X X
X X X
X X
X X
X X
X X X
X X
X
X
X
X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X X
X X X
X X
X X
X X
S1 S5 S17
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

Annexe 3 — Tableau récapitulatif des variables morphologiques et comportementales présentes dans notre jeu de

données, 'abréviation par laquelle elles seront référées dans cette étude ainsi que pour quel groupe d’age (S1, S5

ou S17) elles ont été mesurées et si elles font parties des variables explicatives ou réponses.
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survdiff(formula = surv(tps, Censure) ~ Conc, data = data_6)
n=232, 15 observations deleted due to missingness.

M Observed Expected (0-E)AZ/E (O-E)AZ/V

Conc=C1l 70O 10 5.64 3. 380 4,732
Conc=C2 BO & 7.12 0.177 0.275
Conc=CTL B2 4 7.24 1.452 2.282

Chisg= 5 on 2 degrees of freedom, p= 0.08

Annexe 4 - Test statistique mettant en évidence qu’aucune courbe de survie n’est statistiquement significativement

différente des autres lorsque I'on étudie la probabilité de survie sans tenir compte de la semaine d’exposition.

Concentation c1 c2 CTL
1.00
0.75+
o
z
3
[T
@
=
‘@ 0.50
=
W
=
[
o
0.25+
0.00-
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119

Temps en jours

Annexe 5 - Graphique de la probabilité de survie au cours du temps en fonction de la concentration en perméthrine

a laquelle I'individu a été exposé sans tenir compte de la semaine d’exposition.
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> LmmQdl <- Imer(Croi0l ~ Conc + (1|Coh), data

= Anoval(Lmmdl, test =

= data)

Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Croidl

chisq of pr(=chisq)
0.2031

Conc 3.1BE6 2
= ranova(Lmmdl)

ANOVA-Tike table for random-effects: single term deletions

ModeT :

Croifdl ~ Conc + (1
npar JlogLik

<none:= 5

(1 Coh) 4

signif. codes: O

| Coh)

-204.70 419.41
-224.03 456.05 38.648 1

i ey ?

0.01

LR

0.035 '.°

LRT of Pr(=Chisq)

5.074e-10 G

0.1 ° ° 1

Annexe 6 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Croi01 en fonction de Conc et (1| Coh) ainsi que le test

Sample Quantiles

statistique comparant le modele ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.
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Annexe 7 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Croi01 en fonction de Conc et (1|Coh)

respecte une distribution normale (A) et I’homogénéité des variances (B).
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> Lmml2 <- Imer(Croil2 -~ Conc + (1|coh), data = data)
> Anova(Lmml?, test = “"chisqg")
Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Croil?2
chisq of pr(=chisq)
Conc 1.9356 2 0.3799
= ranova(Lmml2)
ANOvA-Tike table for random-effects: single term deletions

ModeT :
Croil?2 ~ Conc + (1 | coh)

npar logLik AIC  LRT Df pPr(=Chisq)
<none:= 5 108.48 -206.97

(1 Coh) 4 101.70 -195.40 13.57 1 0.0002298 %=

Signif. codes: @ “#%+*' 0,001 °“**° 0.01 **' Q.05 “." 0.1 °* " 1

Annexe 8 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Croil2 en fonction de Conc et (1| Coh) ainsi que le test

Sample Quantiles

04

statistique comparant le modele ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.

Normal Q-Q Plot B
N T _
e @ e =} o
=
o
O
N
“ [+] o ° 8 8
@ o o o o
- L A T T
o o
g o g @ § 2 8o &
@ o 1 o
N & g 8 o O
@ o | - - S - s_v______________n _________
E e g @ 8§ o @ o
=] o e o o
< o 3 @ g ° a
= g 2 o
Q ; g o o o
-] g ]
] @ o @ o
2 7 3 @ o
o
o o
Cli T T T
160 165 170
Theoretical Quantiles Predicted values

Annexe 9 — Graphiques montrant si notre modeéle linéaire mixte expliquant Croil2 en fonction de Conc et (1| Coh)

respecte une distribution normale (A) et I’'homogénéité des variances (B).
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= Lmm25 <- Imer{Croiz5 ~ Conc + (1|coh), data = data_3)
= Anova(Lmm25)
Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Croi2s
Chisq of pr(=Chisqg)
Conc 3.4665 2 0.1767
> ranoval(Lmm2s)
anNova-Tike table for random-effects: single term deletions

ModeT :
Croi2s ~ conc + (1 | coh)

npar logLik ATC LRET of pr(=Chisq)
<none:= 5 72.921 -135.84

1 Coh) 4 f4.160 -120.32 17.522 1 2. B84e-05 www

signif. codes: @O "#%%' 0,001 ‘**' 0.01 ** 0.05 '." 0.1 * ' 1

Annexe 10 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Croi25 en fonction de Conc et (1| Coh) ainsi que le

test statistique comparant le modeéle ayant |'effet aléatoire avec le modéle sans.

= LmmQd5 <- Imer{Croi05 ~ Conc + (1|cCoh), data = data_3)
= Anoval(Lmmids)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Croids
chisq of pr(=Chisq)
Conc 0.0826 2 0.9595
> ranova(Lmm0s)
anova-Tike table for random-effects: Single term deletions

Mode] :
Croids ~ conc + (1 | coh)

npar TogLik ATC LRT of pr{=chisqg)
<nonex= 5 -98.085 206.17

(1 coh) 4 -120.322 248.64 44,474 1 2.577e-11 #**

signif. codes: 0 "#=¥*%' 0,001 °“**' Q.01 **' 0.05 *." 0.1 ° "1

Annexe 11 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Croi0O5 en fonction de Conc et (1| Coh) ainsi que le

test statistique comparant le modéle ayant |'effet aléatoire avec le modeéle sans.
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> Lmm217 <- Tmer{Croiz2l? ~ Conc + (1|cCoh), data= data_4, REML = TRUE)
> Anova(Lmmzl7)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Croi2l7
chisq of pPri(>=Chisq)
Conc 3.1602 2 0.206
> ranova(Lmm217)
ANOVA-Tike table for random-effects: Single term deletions

Model :
Croi2l? ~ conc + (1 | Coh)

npar logLik ATC LRT of Pri=Chisq)
<nonex> 5 53,8398 -1.7196

(1 coh) 4 1.2797 5.4407 9.1603 1 0.002473 =%

signif. codes: 0O "#*¥*¥’ 0,001 °*=' Q.01 **" 0.05 *.” 0.1 °* " 1

Annexe 12 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Croi217 en fonction de Conc et (1|Coh) ainsi que le

test statistique comparant le modeéle ayant |'effet aléatoire avec le modéle sans.

= Lmm01l7 <- Imer{Croi0l? ~ Conc + (1|coh), data= data_4, REML = TRUE)
= Anova(Lmmol7)
Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Croidly
Chisq Df Pri>Chisqg)
Conc Q.5626 2 0.7548
= ranova(LmmOl7)
aNOva-Tike table for random-effects: single term deletions

ModeT :
Croifl? ~ Conc + (1 | Coh)
npar JlogLik ATC LRT Df pr(=chisq)
<none: 5 -56.015 122.03
(1 coh) 4 -56.136 120.27 0.24232 1 0.6225

Annexe 13 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Croi017 en fonction de Conc et (1|Coh) ainsi que le

test statistique comparant le modéle ayant |'effet aléatoire avec le modéle sans.
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Annexe 14 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Croi25 en fonction de Conc et (1| Coh)

Sample Quentiles

respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des variances (B).
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Annexe 15 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Croi05 en fonction de Conc et (1|Coh)

respecte une distribution normale (A) et I’homogénéité des variances (B).
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Annexe 16 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Croi217 en fonction de Conc et

(1] Coh) respecte une distribution normale (A) et ’hnomogénéité des variances (B).
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Annexe 17 — Graphiques montrant si notre modeéle linéaire mixte expliquant Croi017 en fonction de Conc et

(1] Coh) respecte une distribution normale (A) et ’homogénéité des variances (B).
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> Lmmap <- Imer (apuprel ~ conc®*week*Sexe + (1|coh), data= data_2, REML = TRUE)
> Anoval(Lmmap)
analysis of Deviance Table (Type II wWald chisquare tests)

Response: apuprel
Chisg of pr(=Chisqg)

conc 0.2722 2 0.87276

week 232.1394 1 < 2e-16 =¥

Sexe 1.3367 1 0.21512

conc:week 2.4372 2 0.29564

Conc:Sexe 0.1531 2 0.92630

Week:Sexe 5.8372 1 0.01758 =

Conc:wWeek:Sexe 1.2977 2 0.52265

signif. codes: @ "#*#**' 0,001 °“**' Q.01 ‘*' 0.05 ‘. 0.1 * "1

> ranova(Lmmap)
ANOVA-1ike table for random-effects: single term deletions

mode :

Apuprel ~ Conc + Week + Sexe + (1 coh) + Conc:wWeek + Conc:Sexe + Week:Sexe + Conc:week:Sexe
npar TogLik AIC LRT of Pr(=Chisq)

<none: 14 -1533.03 334.07

(1| coh) 13 -154.10 334.20 2.1324 1 0.1442

Annexe 18 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Apuprel en fonction de Conc, Week et Sexe, en tenant

compte des interactions, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire avec le

modéle sans.
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Annexe 19 — Graphiques montrant si notre modeéle linéaire mixte expliquant Apuprel en fonction de Conc, Week et
Sexe, en tenant compte des interactions, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’homogénéité des

variances (B).
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= Lmmlc <- Imer(Lcaudrel ~ Conc*week + (1|Coh), data= data_2m)
= Anoval(Lmmlc)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Lcaudrel
chisq pof pPr{=Chisq)
conc 3.7982 2 0.14971
week 68.2761 1 < 2e-1f ww=
Conc:week 5.0033 2 0.08186 .
signif. codes: @ *#%*' 0. 001 °‘**' Q.01 **' Q.05 '.” 0.1 °* "1
= ranoval(Lmmlc)
ANOVA-Tike table for random-effects: Single term deletions

Model :

Lcaudrel ~ Conc + Week + (1 coh) + Conc:week
npar logLik ATC LRT of Pr(=Chisq)

<none:= B 283.38 -550.75

1 Coh) 7 271.98 -529.96 22.787 1 1.81le-06 =%**

Signif. codes: O *##%%' 0,001 **%*’ Q.01 **° 0.05 “." 0.1 ° " 1

Annexe 20 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Lcaudrel en fonction de Conc, Week et de leur

interaction, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modeéle ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.

= Lmmac <- Imer{acaurel ~ Conc*week + (1|Coh), data= data_zZm)
> Anova(LmmAc)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Acaure]
chisq pf pr{>=chisqg)
conc 0.25335 2 0. 88093
week B7.7348 1 < 2e-1g ###
Conc:week 6.6260 2 0.03641 =
signif. codes: 0 *#*#*' 0,001 °*+%° 0.01 **' 0.03 “." 0.1 °* " 1
> ranova(Lmmac)
ANOVA-Tike table for random-effects: single term deletions

Model:
Acaurel ~ Cconc + Week + (1 | coh) + Conc:week
npar JlogLik ATC LRT of Pr(>=Chisq)
<nonex> B -70.753 157.51
(1 Coh) ;7 -Bb.447 186.90 31.38B8 1 2.113e-08 #w®=®
signif. codes: 0 ®#%*' 0,001 ‘**° 0.01 **' Q.05 “." 0.1 ° "1

Annexe 21 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Acaurel en fonction de Conc, Week et de leur

interaction, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.
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Annexe 22 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Lcaudrel en fonction de Conc, Week et

de leur interaction, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des variances (B).
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Annexe 23 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Acaurel en fonction de Conc, Week et

de leur interaction, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des variances (B).
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= LmmAjc <- TImer(ajaunerelcau ~ Conc*week + (1|coh), data= data_2m)

> Anova(Lmmajc)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Ajaunerelcau
chisq of Pr(>chisqg)

Conc 0.6544 2 0.7209

wWeek 210.0258 1 <2e-1f ®ww

Conc:week 0.2298 2 0. 8914

signif. codes: 0 ®*##' 0,001 °**° 0.01 “*° 0.05 ‘. 0.1 ° ' 1

> ranova(Lmmajc)
aNOvA-Tike table for random-effects: single term deletions

Model :

Ajaunerelcau ~ Conc + week + (1 Coh) + Conc:week
npar TlogLik ATC LRT Df pPr(>=chisq)

<none: 8 -79.447 174,89

(1 | coh) 7 -87.931 189.86 16.967 1 3.803e-05 =w*

signif. codes: 0 ®#*#=' D, 001 °**° 0.01 *‘*° 0.03 ‘." 0.1 ° ' 1

Annexe 24 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Ajaunerelcau en fonction de Conc, Week et de leur

interaction, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.

= Lmmaj <- 1merEAjaunerej ~ Conc*week + (1|Coh), data= data_2m)
= Anova(Lmmaj)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Ajaunerel
Chisq pf Pr(=chi=sq)

Conc 0.3554 2 0.8372

weelk 114.7489 1 «le-16 =¥=

Conc :week 1.3900 2 0.4991

S'igr‘l'if. codes: O fsww' g Q01 f**' Q.01 ‘%' Q.05 *." 0.1 ° ' 1

> ranova(Lmmaj)
aNOvAa-Tike table for random-effects: Single term deletions

Mode :

Ajaunere]l ~ Conc + Week + (1 Coh) + Conc:Week
npar JlogLik ATC LRT of Pr{=Chisq)

<none: B -8b6.417 188.83

(1 coh) ;7 -87.081 188.16 1.3273 1 0. 2493

Annexe 25 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Ajaunerel en fonction de Conc, Week et de leur

interaction, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.
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Sample Quantiles

Annexe 26 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Ajaunerelcau en fonction de Conc,
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Annexe 27 — Graphiques montrant si notre modeéle linéaire mixte expliquant Ajaunerel en fonction de Conc, Week et

de leur interaction, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des variances (B).
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> LmmLa <- Imer(Lanalrel ~ Conc®*week + (1|coh), data= data_2zm)
boundary (singular) fit: see 7issingular

= Anova(LmmLa)

analysis of Deviance Table (Type II wWald chisquare tests)

Response: Lanalrel
Chisq of pr{=Chisqg)

Conc 1.4757 2 0.4781
Week 0.7181 1 0.3568
Conc:week 3.3170 2 0.1904

= ranova(LmmLa)
ANOvA-Tike table for random-effects: single term deletions

ModeT :

Lanalrel -~ Conc + Week + (1 coh) + Conc:week
npar logLik ATIC LRT Df pr(=Chisq)

<none:= B 231.7 -447.4

(1 coh) 7 231.7 -449.4 0o 1 1

Annexe 28 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Lanalrel en fonction de Conc, Week et de leur

interaction, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.

= Lmmaa <- Imer(analrel ~ Conc®*week + (1|cCoh), data= data_2m)
> Anova(Lmmaa)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Analrel
Chisq of pr{=Chisq)

Conc 0.9868 2 0.6105

Week 72.5602 1 <Ze-1p #e=

Conc:wWeek 5.0589 2 0.0797 .

signif. codes: 0 ‘#=#%' 0,001 ‘%%’ Q.01 “*’ Q.05 *." 0.1 °* " 1

> ranoval(Lmmaa)
ANOVA-Tike table for random-effects: single term deletions

Model:
Analrel -~ Conc + Week + (1 | Coh) + Conc:wWeek
npar TlogLik AIC LRT DFf Pri=Chisq)
<none: B -74.109 164.22
{1 coh) 7 -85.309 184.62 22.4 1 2.214e-0f #%%
Ssignif. codes: 0 '#=#%' 0,001 ‘%%’ Q.01 “*’ Q.05 ‘." 0.1 * " 1

Annexe 29 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Analrel en fonction de Conc, Week et de leur

interaction, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire avec le modéle sans.
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Annexe 30 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Lanalrel en fonction de Conc, Week et

Sample Quanties

de leur interaction, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des variances (B).
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Annexe 31 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Analrel en fonction de Conc, Week et

de leur interaction, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des variances (B).
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> LmmPC <- Tmer(Poidscervrel ~ Conc*week*Sexe + (1|Coh), data = data_2)
= Anova(LmmPc)
Analysis of Deviance Table (Type ITI wWald chisquare tests)

Response: Poidscervrel
Chisq Df Pr(>Chisqg)

conc 0.3293 2 0.84819%04

week 106.9161 1 <« 2.2e-16 ##=#

Sexe 3.8748 1 0.0490153 *

Conc:Week 3.7799 2 0.1510785

Conc:sexe 0.6344 2 0.7282023

wWeek :5exe 11.6198 1 0.0006525 #**

Conc:Week:Sexe 3.6303 2 0.162B095

signif. codes: © “##%' 0,001 ‘**' 0.01 %' 0.05 "." 0.1 ° ' 1

= ranova(LmmPc)
ANOVA-1ike table for random-effects: Single term deletions

Model:

Poidscervrel —~ Conc + Week + Sexe + (1 | Coh) + Conc:week + Conc:Sexe + Week:Sexe + Conc:wWeek:Sexe
npar TlogLik ATC LRT Df pr(=chisq)

<none: 14 -157.15 342.31

(1 coh) 13 -166.54 359.08 1B.768 1 1.47be-05 %¥%*

signif. codes: © f##¥’ 0,001 “**' 0.01 ‘%' 0.05 .’ 0.1 ° ' 1
Annexe 32 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Poidscervrel en fonction de Conc, Week et Sexe, en
tenant compte des interactions, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire

avec le modele sans.

> LmmF <- Imer(Poidsfoierel ~ Conc*week*Sexe + (1|Ccoh), data = data_2)
= Anoval(LmmF)
Analysis of Deviance Table (Type IT Wald chisquare tests)

Response: Poidsfoierel

chisg Df pr(>chisqg)
conc 3.1268 2 0.209421
week 36.1725 1 1.806e-09 %
Sexe 69.1858 1 < 2.Ze-16 %%
Conc:Week 3.0874 2 0.213591
Conc:Sexe 10.6937 2 0.004763 ==
week:Sexe 68.7267 1 < 2.2e-16 ¥#%¥
Conc:week:sexe 1.4587 2 0.482232
Signif. codes: 0O *#*¥%*' Q0,001 ***' Q.01 °“*" 0.05 *." 0.1 °* " 1

= ranova(LmmF)
ANOVA-Tike table for random-effects: Single term deletions

Model :

Poidsfoierel ~ Cconc + week + Sexe + (1 | Coh) + Conc:week + Conc:Sexe + Week:Sexe + Conc:week:sexe
npar logLik  AIC LRT Df Pr(>Chisq)

<none:= 14 531.48 -1035

a coh) 13 525.01 -1024 12.932 1 0.000323 ww=

signif. codes: 0 *#*#%' 0,001 ‘¥*%' 0.01 ‘*' 0.05 “." 0.1 °* * 1

Annexe 33 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Poidsfoierel en fonction de Conc, Week et Sexe, en
tenant compte des interactions, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire

avec le modele sans.
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Annexe 34 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Poidscervrel en fonction de Conc,
Week et Sexe, en tenant compte des interactions, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et

I’'hnomogénéité des variances (B).
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Annexe 35 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Poidsfoierel en fonction de Conc,
Week et Sexe, en tenant compte des interactions, et (1|Coh) respecte une distribution normale (A) et

I’'homogénéité des variances (B).
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> Lmmgo <- Imer (Poidsgorel ~ Conc*week*sexe + (1|coh), data = data_2)
= Anova(Lmmgo)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: Poidsgorel
chisg pf Pr(=chisqg)

conc 2.3047 2 0.3159

Week 24.2145 1 B.61lBe-07 #u%

Sexe 32B.6737 1 <« 2.Z2e-1lg %%«

Conc:wWeek 0.7921 2 0.6730

Conc:sexe 0.0025 2 0. 9987

wWeek:Sexe 0.6281 1 0.4281

Conc:week:Sexe 1.0558 2 0.5898

signif. codes: @ “***' 0,001 ‘¥**’ Q.01 **' Q.05 '." 0.1 * "1

> ranovalLmmgo)
ANOVA-Tike table for random-effects: Single term deletions

Model:

poidsgorel ~ Conc + week + Sexe + (1 | coh) + Conc:Week + Conc:Sexe + Week:Sexe + Conc:week:Sexe
npar TlogLik AIC LRT DFf Pr(=chisq)

<nonex 14 -140.13 308. 26

(1 coh) 13 -142.90 311.80 5.5392 1 0.0186 *

signif. codes: 0 "#*®*' 0,001 ‘**’ 0.01 *** 0.05 *." 0.1 ° " 1

Annexe 36 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant Poidsgorel en fonction de Conc, Week et Sexe, en
tenant compte des interactions, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modeéle ayant I'effet aléatoire

avec le modele sans.

> LmmBMI <- TImer(BMI ~ Conc®week®*Sexe + (1|Coh), data = data)
> Anova(LmmBMI)
analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: BMI
Chisg of Pr(>=Chisqg)

conc 1.5157 2 0.468065

week 275.5909 1 <« 2.2e-16 #%%

Sexe 8.6425 1 0.003284 =¥

Conc:week 0.5774 2 0.749236

Conc:sexe 0.8939 2 0.639576

week::Sexe 61.1794 1 5.21e-15 =%

Conc:wWeek:Sexe 2.2308 2 0.32777

Signif. codes: © *‘#%#' Q.001 “**=' Q.01 ‘*° 0.05 “." 0.1 * ' 1

> ranova(LmmeMI)
anova-1ike table for random-effects: single term deletions

Model:

BMI ~ Conc + week + sexe + (1 coh) + Cconc:week + Conc:sexe + week:Ssexe + Conc:week:sexe
npar TlogLik ATIC LRT Dof Pr(>Chisq)

<none 14 -69.302 166.60

{1 coh) 13 -89.087 204.18 39.571 1 3.163e-10Q #*==*

Signif. codes: @ “#%%' 0,001 “**%° 0.01 ** 0.05 ‘." 0.1 * " 1

Annexe 37 — Anova de la régression linéaire mixte expliquant BMI en fonction de Conc, Week et Sexe, en tenant
compte des interactions, et (1| Coh) ainsi que le test statistique comparant le modéle ayant I'effet aléatoire avec le

modéle sans.
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Annexe 38 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Poidsgorel en fonction de Conc, Week
et Sexe, en tenant compte des interactions, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des

variances (B).
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Annexe 39 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant BMI en fonction de Conc, Week et
Sexe, en tenant compte des interactions, et (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’homogénéité des

variances (B).
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Call:
glm(formula = P_succ ~ BMI + BEMI:Conc, family = gquasipoisson,
data = data_ Skis)

Deviance Residuals:
Min 1Q Median 30 Max
-6.1787 -0.7317 0.5482 1.1780 2.6118

Coefficientcs:
Eztimate S5td. Error t walue Pri(>|t]]}
[(Intercept) 3.8852 0.2925 13.315 3.98e-14 #*#=*
BMI 4759.3641 2940.0251 1.61% 0.116
BMI:ConcC2 -1049.7731 1269.9043 -0.827 0.415
BMTI:ConcCTL -13.7438 1174.3279 -0.012 0.991
Signif. codes: O '®%%!' 0,001 '#*%' Q.01 '%*' Q0,05 *.," 0.1 * ' 1

[Dispersion parameter for guasipoisson family taken to be 4.7952549)

Hull dewviance: 187.05 on 33 degrees of freedom
Residual dewviance: 165.85 on 30 degrees of freedom

ATIC: HA

Hunber of Fisher Scoring iterations: 4

entre BMI et Conc.

call:
Im(formula = Tps_Cobs ~ BMI + LO + Conc, data = data_5his)

Residuals:
Min 10 Median 3Q Max
-1.8354 -0.4887 0.0971 0.5381 2.3915

Coefficients:
Estimate std. Error t value Pri=|t]|)
(Intercept) 0.7866 2.1487 0. 366 0.7170
BEMI -9456,.1366 9813.9368 -0.964 0,3432
LO 0. 2484 0.5238 0.474 0.6389
ConcC? -0. 6577 0.5878 -1.119 0.2723
ConcCTL -0. 8958 0.5148 -1.740 0.0925
signif. codes: O *#%%*' 0,001 °“**%*’ Q.01 **" 0.05 “." 0.1 ° ° 1

Residual standard error: 0.9518 on 29 degrees of freedom
Multiple rR-squared: 0.1979, Adjusted R-squared: 0.08729
F-statistic: 1.78% on 4 and 29 DF, p-value: 0.1581

Annexe 41 — Résumé de la régression linéaire expliquant Tps_Cobs en fonction de BMI, LO et Conc.

Annexe 40 — Résumé de la régression linéaire généralisée expliquant P_succ en fonction de BMI et de I'interaction
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Power for multiple regression

n pl p2

2 alpha

34 4 0 0.2467273

power
0.05 0.5498152

Annexe 42 — Calcul de la puissance de la régression linéaire expliquant Tps_Cobs en fonction de BMI, LO et Conc.
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Annexe 43 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Tps_Cobs en fonction de BMI, LO et

Conc respecte une distribution normale (A) et I’'homogénéité des variances (B).

call:

Tm{formula = Accodd ~ BMI +

Residuals:
Min 10 Median
-0.14833 -0.053738 0.01829

Coefficients:
Estimate std.

(Intercept) -0. 06301 ]
BMI -896.43830 781
LO 0.04521 0
ConcC? -0.03463 0
ConcCTL -0.04274 0

LD + Conc,

3Q
0.05142

Max

0.12429

data = data_5sbis)

Error £ value Pri=|t]|)
17118

82496

04173
. 04682
04101

-0.
-1.

1.
-0.
-1.

368
147
083
740
042

o i e e

Residual standard error: 0.07383 on 29 degrees

Multiple R-squared:
F-statistic:

0.1677,
1.46 on 4 and 29 DF,

Adjusted R-squared:

. 715
. 261
. 288
. 466
. 306

of freedom
0.05285

p-value: Q.2398

Annexe 44 — Résumé de la régression linéaire expliqguant Acco40 en fonction de BMI, LO et Conc.
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Power for multiple regression

n pl p2 f2 alpha power
34 4 0 0.2014898 0.05 0.4584816

Annexe 45 — Calcul de la puissance de la régression linéaire expliquant Acco40 en fonction de BMI, LO et Conc.
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Annexe 46 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Acco40 en fonction de BMI, LO et Conc

respecte une distribution normale (A) et 'homogénéité des variances (B).

call:
Tm{formula = AccolQ ~ BMI + LO + Conc, data = data_5his)

Residuals:
Min 1Q Median 30 Max
-0.48164 -0.17323 -0.05934 0.15642 0.53038

coefficients:
Estimate std. Error t wvalue Pri=|t|)

{(Intercept) 0.26725 0.60634 0.441 0. 663
EMI 2767.239%63 2769. 3BOV7 0.999 0.326
LO -0.08368 0.14781 -0.600 0.553
Concc2 -0.14775 0.16586 -0.891 0. 380
ConcCTL -0.10012 0.14528 -0.689 0.496

Residual standard error: 0.2686 on 29 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.04029, adjusted R-squared: -0.09208
F-statistic: 0.3044 on 4 and 29 DF, p-value: 0.8727

Annexe 47 — Résumé de la régression linéaire expliquant Accol10 en fonction de BMI, LO et Conc.
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Power for multiple regression

n pl p2 f2 alpha power
34 4 0 0.04198143 0.05 0.1192741

Annexe 48 — Calcul de la puissance de la régression linéaire expliquant Accol0 en fonction de BMI, LO et Conc.
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Annexe 49 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Accol0 en fonction de BMI, LO et Conc

respecte une distribution normale (A) et 'homogénéité des variances (B).
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A PCA - Biplot Concentration
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Annexe 50 — Projection de nos adultes males et femelles dans le plan défini par les dimensions 1 et 2 (A) et par les

dimensions 1 et 3 (B) de notre ACP ainsi que les variables réponses en fonction de la concentration en perméthrine.
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Annexe 51 — Projection de nos adultes males et femelles dans le plan défini par les dimensions 1 et 2 (A) et les

dimensions 1 et 3 (B) de notre ACP ainsi que les variables réponses en fonction du sexe.
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Nb_att

Predictors Incidence Rare Rarios CI
(Intercept) 2121 %% 1243 -36.19
F Reference
M 319 *** 223 —-456
Weekl7 027 %" 0.18-041

Random Effects
P 1.11
T00 Coh 022
ICC 0.16
Necon 6
Observations 159

Marginal R? / Conditional R 0.340/0.448
*p<0.05 **p=<0.0] ***p=0.00]

Annexe 52 — Résumé du modele linéaire généralisé mixte permettant d’expliquer Nb_att en fonction de Week, de
Sexe et de (1| Coh).

aMNova-Tike table Tor random-effects: single term deletions

Model :
Tps_zonel ~ week + Sexe + (1 Coh)
npar TlogLik AIC LRT Df pr(=Chisq)
<None: 5 -206.52 423.04
(1 Coh) 4 -206.52 421.04 o 1 1

Annexe 53 — Test statistique comparant le modéle linéaire mixte expliquant Tps_zonel en fonction de Week, de

Sexe et de (1| Coh) avec le modéle linéaire expliquant Tps_zonel en fonction de Week et de Sexe.
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A B Normal Q-Q Plot
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Annexe 54 — Graphiques montrant si notre modele linéaire expliquant Tps_zonel en fonction de Week et de Sexe

respecte I'homogénéité des variances (A) et une distribution normale (B).

anNova-Tike table Tor random-effects: Single term deletions

Model:

Distance ~ Poidsgorel + Croil2 + Conc + wWeek + Sexe + (1 | Coh)
npar TleogLik AIC LRT Dof Pr(=Chisq)

<none:> O -212.09 442.19

(1 Coh) 8 -212.44 440.87 0.68669 1 0.4073

Annexe 55 — Test statistique comparant le modele linéaire mixte expliquant Distance en fonction de Poidsgorel,
Croil2, Conc, Week, Sexe et de (1| Coh) avec le modele linéaire expliquant Distance en fonction de Poidsgorel,

Croil2, Conc, Week et Sexe.

97



A Normal Q-Q Plot B
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Annexe 56 — Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Distance en fonction de Poidsgorel,

Croil2, Conc, Week, Sexe et de (1| Coh) respecte une distribution normale (A) et ’'homogénéité des variances (B).
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Annexe 57 — Projection de nos adultes males dans le plan défini par les dimensions 1 et 2 (A) et par les dimensions

1 et 3 (B) de notre ACP ainsi que les variables réponses en fonction de la concentration en perméthrine.
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Nb_att

Predictors Incidence Rate Ratios CI
(Intercept) 0.17 0.00-11.50
Week [17] 237961 ° 3.08 —1840013.09

Week [5] * Lanalrel

17050020012353.43 ™

1444825 — 20120298699368169472000.00

Week [17] * Lanalrel 0.00 0.00-9182.62
Random Effects

o2 0.90

T00 Coh 0.13

ICC 0.13

N con 6

Observations 89

Marginal R? / Conditional RZ  0.307/0.394

*p<0.05 **p<0.0] ***p<0.00]

Annexe 58 - Résumé du modele linéaire généralisé mixte permettant d’expliquer Nb_att pour les males en fonction
de Week, de l'interaction entre Week et Lanalrel et de (1| Coh).

aNOvAa-Tike table for random-effects: Single term deletions

Model :
Tps_zonel ~ Lanalrel + week + (1 Coh)
npar TogLik AIC LRT Of pr(=Chisq)
<none:= 3 -3B9.59 1189.2
(1 Coh) 4 -589,59 1187.2 o 1 1

Annexe 59 — Test statistique comparant le modéle linéaire mixte expliquant Tps_zonel chez les males en fonction
de Lanalrel, Week et de (1| Coh) avec le modéle linéaire expliquant Tps_zonel chez les méles en fonction de

Lanalrel et Week.
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A B Normal @-Q Plot
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Annexe 60 — Graphiques montrant si notre modele linéaire expliquant Tps_zonel chez les males en fonction de

Lanalrel et de Week respecte ’homogénéité des variances (A) et une distribution normale (B).

anNova-Tike table for random-effects: single term deletions

Model:

Distance ~ Croil2 + Lanalrel + Conc + wWeek + (1 | Coh) + Conc:Poidsgorel + Conc:wWeek
npar TlogLik AIC LRT Df Pr{>=Chisq)

<NONe> 13 -108.61 243.22

a coh) 12 -111.04 246.08 4.8609 1 0.02747 *

Signif. codes: 0 "#==' Q. 001 “**' 0.01 **" 0.05 *." 0.1 ° ' 1
Annexe 61 — Test statistique comparant le modéle linéaire mixte expliquant Distance chez les méales en fonction de

Croil2, Lanalrel, Conc, Week et de (1| Coh) avec le modele linéaire expliquant Distance chez les males en fonction

de Croil2, Lanalrel, Conc et Week.
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A B Normal Q-Q Plot
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Annexe 62 - Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant Distance chez les males en fonction de

Croil2, Lanalrel, Conc, Week et de (1| Coh) respecte ’homogénéité des variances (A) et une distribution normale

(B).

ANOvA-Tike table for random-effects: Single term deletions

Model :
eM ~ week + (1 | coh)
npar TlogLik ATC LRT of Pr(=Chisq)
<none:> 53 -77.916 165.83
(1 coh) 4 -77.916 163.83 2.8422e-14 1 1

Annexe 63 — Test statistique comparant le modéle linéaire mixte expliquant eM en fonction de Week et de (1]|Coh)

avec le modéle linéaire expliquant eM en fonction de Week.
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A Normal Q-Q Plot B
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Annexe 64 - Graphiques montrant si notre modeéle linéaire mixte expliquant eM en fonction de Week respecte une

distribution normale (A) et I'homogénéité des variances (B).

ANOvA-Tike table for random-effects: Single term deletions

Model :
eT ~ week + (1 | coh)
npar TlogLik ATC LRT of pr(=Chi=sq)
<none:> 5 -74.781 159.56
(1 coh) 4 -74,809 157.62 0.057295 1 0. B108

Annexe 65 — Test statistique comparant le modéle linéaire mixte expliquant eT en fonction de Week et de (1]|Coh)

avec le modéle linéaire expliquant eM en fonction de Week.
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A Normal Q-Q Plot B
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Annexe 66 - Graphiques montrant si notre modele linéaire mixte expliquant eT en fonction de Week respecte une

distribution normale (A) et ’homogénéité des variances (B).
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