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Résumé

Des modeles d’astrobiologie sont importants afin d’étudier la capacité de la vie a
supporter des environnements extrémes tels que I'espace et [I'adaptation
physiologique qui s’en suit. Des contremesures a ces défis pourrait éventuellement
étre trouvés pour protéger les astronautes de I'impact des rayonnements. Les rotiferes
bdelloides, faisant partie des candidats pour la recherche spatiale, sont des
invertébrés microscopiques si adaptables qu’ils sont trouvé dans les environnements
les plus extrémes. Ces métazoaires sont caractérisés par leur capacité a tolérer
différents types de stress tels que la dessiccation pour la plupart ou les irradiations.
Dans la continuité de précédentes missions spatiales, différentes espéces de
bdelloides seront envoyées dans I'espace pour y étre exposé au vide spatial. Nous
avons donc cherché a sélectionner les « meilleures » candidats pour ce prochain
voyage. L’espéce étudiée durant ce mémoire a été Habrotrocha atacama. |l s'agit
d’'une espéce résistante a la dessiccation et vivant dans I’endroit le plus aride et le plus
exposé aux UV :le désert d’Atacama. Sa radiorésistance, évaluée par son taux de
survie et de reproduction, ainsi que sa capacité de réparation de '’ADN, évaluée par
une électrophorese en gel a champ pulsé (PFGE), ont été mesurés suite a une
exposition aux rayonnements ionisants a faibles LET, comme les rayons X, et a haut
LET, comme aux ions Fer et comparée a d’autres espéces. L’évaluation de l'impact
de l'oxydation sur les rotiferes créé par la radiation a également été exploré par
I'analyse de I'accumulation de carbonylation des protéines. Une étude la réparation au
sein des cellules germinales a été analysée par PFGE. En vue de cette future
expérience d’astrobiologie, H. atacamaa été exposé a des conditions spatiales
simulées tels que le vide, les variations de température et les ultraviolets pour estimer
leur persistance face la simulation de certaines composantes de I'environnement
spatiales. L’objectif ultime de ces recherches est donc de mettre en évidence des
organismes capable de résister a l'environnement spatial simulé sur Terre et les
envoyer en orbite basse, lors des prochaines missions spatiales pour confronter nos
hypothéses a la réalité spatiale.
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Figure I (Fontaneto 2001) : Les différentes morphologiques entre les genres de rotiféres bdelloides

Figure 2 (Claudia Ricci and Melone 2000): Morphologie d’un rotifére bdelloide. (1) Vue de dos de
son anatomie. (2) Vue ventrale (gauche) et vue latérale (droite) de la té€te et de la partie antérieure du
tronc d’un Philodina. (3) Vue ventrale de la téte et de la partie antérieure du tronc d’un Adineta. (4)
Trophi ramifi¢. H, téte ; T, tronc ; F, pied. A, antenne ; c, cloaque ; cf, champ cilié¢ ; m, mastax ; ma,
manubrium ; o, cesophage ; r, rateau ; ra, ramus ; 1o, rostre ; s, éperons ; st, estomac ; u, uncus ; v,
vitellarium.



I. Introduction

1.1 Généralités

Les rotiféres sont parmi les plus petits animaux vivants sur Terre depuis plus de 40 millions
d'années (Waggoner and Jr. 1993) et sont identifiés pour la premiere fois au 17¢me si¢cle par
A. Van Leeuwenhoek (Dobell 1958). Ils tiennent leur nom de leur structure buccale particuliére
car le mouvement d’aspiration de la couronne ciliée rappelle celui d’une roue, « rota » (Wallace
and Snell 2010). Ces organismes multicellulaires sont un phylum diversifi¢ de métazoaires qui
présentent une taille variant de 50 a 2000 um. Leur embranchement se compose de plus de 2000
especes réparties en trois clades principaux : Seisonides (3 especes), Monogonontes (1570
especes) et Bdelloides (461 especes)(Segers 2007). Ces clades diffeérent de par leur morphologie
mais également de par leur génétique et leur mode de reproduction. Les seisonides sont sexués,
alors que les bdelloides sont asexués strictes et que les monogonontes sont des
parthénogénétiques cycliques (alternant asexualité et sexualité).

Les rotiferes bdelloides vivent dans différents milieux car ils sont ubiquitaires. Allant du milieu
aquatique a terrestre, ils sont généralement trouvés dans les environnements limnoterrestres
comme la mousse ou le lichen, occasionnellement dans les milieux marins comme les eaux
douces et les milieux extrémes comme les glaciers de I’ Antarctique ou les plantes du désert
d’Atacama (Rice and Friberg 2009)(Ricci 1987).

Le type de nutrition des rotiferes est différent en fonction de I’espéce mais ils sont en général
omnivores et se nourrissent majoritairement de microorganismes comme les bactéries, des
algues, des spores de champignons ou encore des microdéchets (Kutikova 2003).

1.2 Caractéristiques morphologiques

Les caractéristiques morphologiques des rotiféres varient en fonction des classes et des espeéces
(Fig. 1) mais la description dans ce travail est uniquement axée sur les bdelloides. Les rotiféres
bdelloides sont microscopiques avec une taille allant de 100 a 1000 um mais certains possedent
une taille plus importante comme 1600 pm pour Rotatoria neptunia (Ricci and Melone 2000).
Ils sont eutéliques ce qui signifie qu’ils possedent un nombre fixe de cellules au moment de
I’éclosion (ou de la délivrance pour les vivipares) du juvénile. Leur croissance se réalise ensuite
par grossissement cellulaire (Ricci and Fascio 1995). Leurs tissus post-embryonnaires sont
syncytiaux, c’est-a-dire sans membrane qui sépare les cellules individuelles. Il peut alors étre
observé de 900 a 1000 noyaux variant en fonction de 1’espéce (Nogrady, Wallace, and Snell,
1993). Ces 1000 cellules (ou noyaux) sont répartis en cellules somatiques qui composent le
corps et en germinales qui sont des cellules, au nombre approximatif de 30, spécialisées dans
la transmission génétique. Leur tégument est souple et transparent (Paul de Beauchamps n.d.).
La surface de certains rotiferes est €paisse et rugueuse au niveau du tronc mais lisse et fine au
niveau de la téte et du pied (Segers 2004).

Leur corps de symétrie bilatérale peut étre subdivisé en trois régions corporelles (Fig.2.1). La
téte possede des organes sensoriels et une couronne de cils impliquée dans la locomotion et la
prise de nourriture qui peut €tre plutdt prolongée ou élargie. Par exemple, la couronne des
Philodinida posséde deux disques ciliés (Fig.2.2) alors que les Adinetida possédent un champ
ciliée ventrale avec une partie rigide, le rateau (Fig.2.3). Les rotiféres bdelloides possedent
¢galement un rostre apical rétractable. Certaines especes posseédent des yeux, visibles comme
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Figure 3 (Données non publiées : Terwagne et al, 2021) : Composition cellulaire d’un rotifére
bdelloide eutélique (Adineta vaga). L’ ADN a été mis en évidence par une coloration au DAPI. Les
cellules somatiques sont reparties entre la téte, le tronc et le pied. Les cellules germinales, contenues
dans le germovitellarium, sont réparties en cellules nourriciéres et en oocytes.



des taches rougeatres au niveau du cerveau ou dorsalement (Claudia Ricci and Fascio 1995).
Le tronc est constitué d’autres organes qu’un appareil masticatoire musculaire appelé mastax
qui contient des structures assimilées aux machoires appelées les trophi (Fig.2.4). Ces derniers
sont organis€s en une structure symétrique divisée en 3 parties : les manubria (difficile a
détecter), les unci (dents larges / étroites) et médialement les rami (relient les deux moitiés). Le
pied postérieur est effilé et se termine par deux appendices coniques rigides, les éperons. A
I’intérieur de celui-ci, il y a des glandes adhésives qui leur permettent de se fixer au substrat, le
plus souvent de maniére temporaire (Gasiorowski, Furu, and Hejnol 2019). Cependant, il n’y a
pas de véritables segmentations entre ces différentes parties mais uniquement des plis
transversaux (Segers 2004).

Le pseudoccelome contient au niveau du tronc la plupart des organes du systeme digestif et
reproducteur qui occupe la majeure partie, mais aussi du systéme excréteur, musculaire et
nerveux (Rice and Friberg 2009). Les rotiféres ne possédent pas de systemes circulatoire ou
respiratoire mais I’oxygene diffuse a travers la cuticule. L’¢limination des déchets se fait par
un systéme excréteur protonephridien trouvé aussi chez les plathelminthes qui consiste en deux
réseaux latéraux de tubules. Elles sont disposées une de chaque coté le long de 1’animal et
s’ouvrent sur un cloaque représentant la vessie. Des cellules flammes permettent de filtrer les
déchets et assurent a la fois I'excrétion et I'osmorégulation du milieu intérieur (Segers 2004).

Le systeme digestif commence par la prise de nourriture par la couronne ciliée qui crée des
courants catalysant les nutriments. Le mastax qui broie les aliments renferme le trophi qui est
divisé en sept types différents et sert d’identification de I’espece. Il s’en suit un cesophage,
I’estomac constitué de deux glandes gastriques, l’intestin et le cloaque qui débouche
dorsalement au pied. Une fois digérées, les substances nutritives traversent la paroi de I’estomac
et de I’intestin pour circuler dans le pseudoccelome qui est en contact avec toutes les cellules
de I’animal (Pourriot and Francez 1986)(Verolet 2007). Leur déplacement est médi¢ par le
mouvement du rotifere et les contractions musculaires.

Le systéme musculaire se compose de fibres splanchiques (viscérales) et somatiques qui sont
constituées de deux couches : la couche externe constituée d’anneaux circulaires séparés et la
couche interne de muscles longitudinaux. Les anneaux entourent le tronc soit complétement
soit incomplétement si les anneaux s’arrétent ventralement. La couronne ciliée tourbillonnant
et le rostre capable de se rétracter servent tous deux a la locomotion. Ils se déplacent
généralement en faisant un mouvement de contraction-élongation de leur corps grace a 1’appui
de leur pied mais certains sont plutot nageurs (Leasi and Ricci 2010).

Le systéme nerveux n’est pas complexe. Il est constitué d’un seul ganglion cérébral situé
dorsalement sous la couronne (« corona »), de quelques neurones éparpillés ainsi que des
organes sensoriels tactiles et photosensibles (Nogrady, Wallace and Snell 1993)(Paul de
Beauchamps n.d.).

Enfin, le systéme reproducteur des bdelloides contient une paire d’ovaires définie comme un
germovitellarium syncytial (Bentfeld 1971) de par ces trois parties qui le composent (Fig. 3).
Pour commencer, le germarium ou ovaire est constitué d’oocytes qui sont présents des la
naissance. Il est situé¢ sur le bord interne du vitellarium auquel les oocytes sont reliés par un
pont cytoplasmique réduit. Le vitellarium est la plus grande partie de la gonade et présente
généralement un nombre de huit noyaux qui sont les plus grands noyaux de tout le corps et dont
le nombre dépend de I’espéce.



Figure 4 (plingfactory website): Morphologie de deux espéeces de rotiferes bdelloides. (A) Rotaria
rotatoria gravide avec 3 descendants : deux ovocytes développés (tétes de fleches) et un embryon
complétement développé (fléche). Ces individus sont vivipares. (B) Adineta vaga qui est ovipare. Les
photos ont été prises par Michael Plewka (2020).

Figure 5 : (Ricci and Fonteneto 2009) Forme « Tun » d’un rotifére bdelloide induite par une
dessiccation et observée par microscopie électronique a balayage (Photo prise par Giulio Melone).



Les noyaux nutritifs ou « nurse cells » fournissent les réserves nutritives nécessaires au
développement. Enfin, la fine couche folliculaire recouvre 1’entiéreté du germovitellarium sauf
au niveau du pont cytoplasmique. Cette couche syncytiale doit étre perméable aux substances
dissoutes dans le fluide du pseudocoelome nécessaire a la croissance et au métabolisme normal.
Un oviducte a été observé et part de la face interne du dos de la gonade. Les parties glandulaires
sont visibles a coté de I’intestin chez les rotiféres matures et reproducteurs. La formation d’ceufs
se réalise a partir d’oocytes primaires. Le stock d’oocytes est définitif a la naissance car il n’y
a aucune division cellulaire dans I’ovaire (Amsellem and Ricci 1982).

La plupart des especes sont ovipares, comme Adineta vaga (Fig. 4A), mais certains peuvent
étre vivipares, comme Rotaria rotatoria (Fig. 4B). Certaines espéces sont également
ovovivipares comme Adineta grandis. La viviparit¢ d’une espéce est observée par la présence
de masses segmentées a I’intérieur du corps du rotifére (Ricci and Melone 2000). Les bdelloides
ovipares pondent des ceufs non segmentés. L’embryon ou I’ceuf, une fois pondu, passe par une
phase mitotique afin d’obtenir le nombre de cellules adéquates. Aprées cette phase de clivage,
la gastrulation permet de réarranger les cellules pour établir le plan du corps. Ensuite, la
différenciation des cellules spécialisées est permise lors d’organogenése. La phase post-
mitotique représentant alors 1’adulte. Le développement des rotiféres est assez rapide et dure
de 1 a 5 jours (Ricci and Boschetti 2003).

1.3 Résistance a la dessiccation

1.4.1 Généralités

La plupart des espéces de rotiféres bdelloides sont capables de résister a la dessiccation
complete qui correspond a la suppression de I’eau dans le corps jusqu’a un niveau inférieur a
10 % de la masse de I’organisme desséché (Hespeels et al. 2014). Ces espeéces peuvent subir ce
dessechement a n’importe quel stade de leur cycle de vie. Elles entrent alors dans un état
d'anhydrobiose dans lequel elles sont métaboliquement inactives et peuvent subsister
généralement des semaines et méme des années (Kanazawa, Nanri, and Saigusa 2017). Ce
manque d’eau provoque cet ¢tat de dormance, car les macromolécules ne sont plus protégées,
ce qui empéche les réactions enzymatiques de se réaliser et par extension, le métabolisme
(Hespeels et al. 2014). Ce mécanisme est réversible, car une fois réhydratées, elles reprennent
leur forme active. Cette résistance leurs permet de coloniser différents environnements avec
une présence d’eau limitée ou momentanée. Les bdelloides ne sont pas les seuls animaux dotés
de cette résistance a la dessiccation. Ce phénomene est également bien décrit chez les
tardigrades et certaines especes de nématodes (Alpert 2006).

Des ajustements morpho-physiologiques sont induits par la mise en quiescence des bdelloides.
En effet, leur téte et leurs pieds se retirent dans le tronc et tassent I’intestin. Ce rétrécissement
de leur corps en une forme compacte, appelé « tun» (Fig 5) (Marotta et al. 2010). La
condensation des tissus et des cellules permettrait de diminuer la perte d’eau supplémentaire
par évaporation (Hespeels et al. 2014). La morphologie en « tun » n’est pas uniquement
observée en réponse a la dessiccation chez les bdelloides. En effet, un comportement similaire
est observé lorsque les rotiféres font face a un stress chimique ou physique comme
I’augmentation ou la diminution rapide et importante de la température ou lors de jeune. L’état
de « tun » semble donc étre associé a une réponse de défense (Ricci et al. 2003). Par exemple,
cette capacité de dessiccation permet également aux rotiféres bdelloides de survivre au gel, dans
un état de cryptobiose.
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Bien que les bdelloides soient résistants a la dessiccation, celle-ci engendre un impact de leur
intégrité génomique lors de périodes prolongées de desseéchement. Cet effet a été initialement
observé chez la bactérie radiorésistante et résistante a la dessiccation Deinoccoccus
radiodurans (Mattimore and Battista 1996). En 2014, Hespeels et al ont mis en évidence la
présence de cassures doubles brins (ou « doubles strand breaks » ou DSB) provoquées par la
dessiccation chez I’4. vaga qui augmentait avec le temps passé en état desséché. Néanmoins,
les rotifeéres possédent un systeme de réparation de ces cassures qui leur permettent de survivre
a ce stress. La manicre dont les rotiféres desséchés évitent 1’apoptose ou la nécrose qui

suivraient la génération de cassures doubles brins restent encore inconnu (Hespeels et al. 2014).

Si la présence et ’accumulation de DNA DSB durant une période prolongée de dessiccation
ont pu €tre mises en évidence chez A. vaga, la dessiccation devrait ¢galement étre associce a
d’autres types de dommages. Bien qu’aucune étude n’ait encore été réalisée, il est probable que
la dessiccation soit également associée a la présence d’une perte des mécanismes qui
maintiennent une concentration faible en ROS ainsi qu’une modification de la conformation
des protéines qui peuvent alors s’agréger (Smolikova et al. 2021).

1.1.2 Meécanismes de résistance a ’anhydrobiose

Pour survivre a la dessiccation, les rotiféres bdelloides devraient soit réparer les dommages soit
préserver I'intégrité des molécules (protéines et ADN) a I’aide de sucres et d’antioxydants
(Franca, Panek, and Eleutherio 2007). Ce mécanisme de résistance a la dessiccation était
généralement associ¢ a la présence de tréhalose, un disaccharide non réducteur, que 1’on
considérait comme la molécule universelle préservant les cellules du dessechement. Celui-ci
servirait a remplacer 1’eau en agissant comme un stabilisateur thermodynamique et cinétique
des molécules et des membranes (Crowe, Carpenter, and Crowe 1998). Pour donner un exemple
de son utilisation, les nématodes Aphelenchus produisent 10 a 15 % de son poids séché de
tréhalose ce qui est serait li€ a la résistance au desséchement (Madin and Crowe 1975).
Cependant, avant que la tolérance a la dessiccation ne soit atteinte, le taux de tré¢halose était
déja maximal. De méme, les faibles taux de tréhalose trouvé chez les plantes ou certains
animaux suggéreraient que d’autres adaptations sont nécessaires pour la tolérance a la
dessiccation. Pour les rotiferes bdelloides, certains génes du métabolisme du tréhalose ont été
mis en évidence, mais la présence de tréhalose n’a pas été observée. Il ne peut étre exclu qu’au
méme titre que les plantes, les bdelloides produisent une tres faible quantité qui remplirait un
role de signalisation dans les changements métaboliques (Hespeels et al. 2015).

Pour démontrer que le tréhalose n’était pas suffisant pour conférer cette résistance, certains ont
introduit le tréhalose dans des cellules de mammiféres, mais cela n’a eu qu’un succes limité. Il
semble alors exister diverses stratégies pour mener cette tolérance a 1’anhydrobiose (Lapinski
and Tunnacliffe 2003).

De nouveau chez les nématodes (Browne, Tunnaclie, and Burnell 2002), il a été observé une
induction élevée de protéines hydrophiles comme les protéines LEA (late embryogenesis
abundant) lors de stress hydrique. Une inactivation des génes codants induit une diminution de
la résistance a la dessiccation chez Deinococcus radiodurans, une bactérie anhydrobiotique
(Battista, Park, and McLemore 2001). Découverte dans les premiers stades du développement
embryonnaires des graines de coton (Dure, Greenway, and Galau 1981), la structure primaire
de cette protéine indique qu’elles sont stables dans une grande échelle de température. Les LEA
sont répandues puisqu’elles sont trouvées au sein du régne végétal (mousse, algues...) mais
aussi dans d’autres organismes comme les bactéries ou encore les crevettes (Kijak and
Ratajczak 2020). Des ¢études basées sur les graines de plantes ont mis en évidence leur role de
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chaperonne durant la déshydratation, c’est-a-dire qu’elles peuvent interagir avec des protéines
endommagées ou mal repliées et stabiliser leur structure. En séquestrant les composés ioniques
qui s’accumulent durant la dessiccation, les LEA proteégent les protéines membranaires et les
enzymes de la dégradation qui est due a une concentration en sel importante. Leur structure
aléatoire est ainsi remodelée pour donner des structures avec plus d’hélice a amphiphile qui
améliore la liaison avec les molécules telles que les protéines ou I’ADN (Smolikova et al. 2021).
Malgré la connaissance de leur mode d’action, la connaissance de leur fonction dans un
environnement cellulaire reste inconnue. Les protéines LEA ont été identifiées chez les rotiféres
bdelloides dans I’ensemble de genes activés par la dessiccation (Tripathi et al. 2012).

Les plantes sont donc de bons modeles pour étudier la base moléculaire permettant de résister
a la déshydratation. Le mécanisme de cette tolérance serait associ¢ a 1I’accumulation de
protéines LEA, d’antioxydants, d’oligosaccharides non réducteurs éventuels et enfin de
protéines de choc thermique (sHSP)(Denekamp et al. 2009). Les régulateurs de la tolérance
sont, d’une part, I’acide abscissique (ABA) étant donné que les promoteurs des génes codants
pour les LEA contiennent des ¢léments sensibles a I’ABA et, d’autre part, la protéine DOGI
qui agissent sur un réseau de facteurs de transcription. L’induction du systéme HSP correspond
a une réponse aux facteurs de stress. Les HPS sont réparties en cinq familles selon leur poids.
Les petites HSP (sHSP) sont caractéris€ées par un domaine a-cristallin en C-terminal tres
conservé. Elles favoriseraient le repliement des protéines qui viennent d’étre synthétisées et des
polypeptides avec une structure endommagée, et engendreraient une protection antioxydante.
En condition de stress, elles sont capables de former de grands complexes oligomériques qui
peuvent atteindre 5000 kDa et ceux-ci posséderaient 1’activité de chaperonne. Au sein des
graines des plantes, la régulation épigénétique joue également un rdle dans la formation d’une
tolérance a la dessiccation (Smolikova et al. 2021).

Bien que certains génes associés a cette tolérance ont été identifiés, les mécanismes qui
contrdlent cette tolérance sont peu connus. Certaines especes de rotifeéres bdelloides n’ont pas
les mémes capacités de résistance a 1’anhydrobiose ce qui indique que d’autres conditions
moléculaires ou génétiques seraient nécessaires (Hespeels et al. 2014).

1.4 Mode de reproduction des rotiféres bdelloides : Une asexualité ancienne

Les rotiferes bdelloides éveillent 1’intérét de nombreux chercheurs depuis qu’ils ont été
découverts. En effet, aucun male ou hermaphrodite n’a été observé jusqu’a présent (Birky
2010). Pendant longtemps, il a alors été établi que les rotiferes bdelloides se reproduisaient de
manicre asexuée (Davis 1873) par un mécanisme de parthénogenese. Il s’agit du développement
d’un embryon a partir d’une gamete femelle sans contribution d’un gamete méale. Ce processus
induit la génération d’une descendance venant d’un ceuf non fertilis¢é (Lampert 2008). La
parthénogenése décrite pour les bdelloides s’effectue par une ovogenése mitotique
(apomictique) donnant lieu & des clones définis (Siang Hsu 1956). Ils ont alors été considérés
comme un scandale évolutif (Maynard Smith 1986) car les animaux utilisant ce type de
reproduction purement clonale ne parviennent généralement pas a constituer des « especes »,
c’est-a-dire des organismes morphologiquement et écologiquement différents classés dans
différents genres, voire familles (Schwander 2016). Or, les rotiferes bdelloides présentent une
diversification d’espéces importantes ainsi qu’une persistance a travers le temps malgré
I’absence de recombinaison génétique.

Flot et al (2013) démontraient I’assemblage d’une structure génomique incompatible avec la
méiose conventionnelle chez 4. vaga. Les auteurs semblaient confirmer les précédentes
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observations selon lesquelles la production d’ceufs s’effectuerait par deux divisions de
maturation, toutes deux équationnelles, sans réduction du nombre de chromosomes ni
indication d'appariement des chromosomes (Hsu 1956). Cependant, en 2021, Simion, P. et al
ont publi¢ un assemblage du rotifere 4.vaga a I’échelle des chromosomes qui montraient une
compatibilité avec la méiose. En effet, elle a été envisagée par la présence de chromosomes
homologues, paires de chromosomes associés durant une méiose. Ces résultats d’assemblage
ont été confirmés par hybridation in situ. La découverte de chromosomes homologues ouvrait
la possibilité d’une recombinaison homologue. Cette recombinaison aurait comme conséquence
la perte d’hétérozygotie et se produirait soit lors de la réparation mitotique des cassures doubles
brins, soit lors de I'appariement méiotique. Il reste donc a savoir si la recombinaison des
bdelloide est due a leur mode de reproduction ou dirigée par des processus de leur résistance a
la dessiccation induits par la réparation de I'ADN ou au deux.

Les bdelloides ont donc été définis comme scandaleux sans présence de recombinaison et de
méiose, c’est-a-dire dans un contexte apomictique. Néanmoins, Simion et al/ 2021 ont émis
I’hypothése qu’ils se reproduirait par parthénogenése automictique compatible avec une méiose
modifiée qui permettrait une recombinaison. Il s’agit d’un mode de reproduction
parthénogénétique dans lequel les chromosomes homologues ou les chromatides sceurs ne sont
pas ségrégués lors de la division méiotique. Des données cytologiques obtenues par I’équipe du
Prof. K. Van Doninck (Données non publiées) confirmeraient cette parthénogenese
automictique avec les chromosomes homologues qui ne se séparent pas en deux cellules durant
la méiose 1. Cette parthénogenese a déja été retrouvée dans d’autres métazoaires comme Apis
mellifera capensis (Goudie and Oldroyd 2014) ou Daphnia magna (Svendsen et al 2015).

L’acquisition d’ADN externe dans 1’évolution des rotiféres bdelloides reste énigmatique
puisqu’aucun male n’a été observé. Néanmoins 8 a 10 % de genes d'origine non-métazoaire
(Simion et al. 2021) ont été¢ confirmé dans le génome de A.vaga obtenu par transferts
horizontaux de génes (HGT), constaté ultérieurement (Flot et al. 2013) (Gladyshev, Meselson,
and Arkhipova 2008). Il s’agit du processus par lequel un organisme intégre le matériel
génétique d’un autre organisme sans en étre le descendant. Les régions subtélomériques sont
enrichies en HGT, mais on en trouve également le long des chromosomes (Simion et al. 2021).
Les mécanismes moléculaires exacts de ces transferts ne sont pas connus. Certaines hypothéses
précisent qu’ils résulteraient des évenements de dessiccation subis par les rotiféres puisque
I’ ADN serait intégré lors de la réparation des cassures pendant de la réhydratation (Hespeels et
al. 2014). Cela serait rendu possible, car la dessiccation induit une perturbation de 1’intégrité
des membranes permettant a I’ADN étranger de s’intégrer dans la lignée germinale apres avoir
¢été transféré de I’intestin aux oocytes (Boschetti et al. 2012).

Il reste encore a savoir si les signatures d’échanges alléliques entre rotiféres bdelloides,
découvertes par différentes études (REFs), se font par reproduction sexuée ou par transferts
horizontaux. Cependant, ces signatures de recombinaison sont compatibles avec trois
hypothéeses qui expliqueraient le partage d’alleles : le partage d’all¢les rapporté pourrait étre d
a une contamination, ou résulter d’une sexualité facultative comme la parthénogenése cyclique
dont les males ou la fécondation n’auraient jamais pu étre observés ou étre dii au transfert
horizontal de génes entre les individus bdelloides (Simion et al. 2021).

Jusqu’ici, on peut confirmer que les chromosomes homologues sont présents chez les rotiferes

bdelloides et que les changements d’hétérozygotie entre les échantillons démontrent la présence
de recombinaison homologue suggérant un appariement des chromosomes homologues.
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Figure 6 (Zhu et al. 2021): Création de dommages a I’ADN par les rayonnements ionisants. (A)
Radiation a LET élevé (dense) qui induit des dommages a I’ADN dans une zone restreinte de quelques
nm. (B) Radiation a LET faible (éparpillée) qui induit des dommages dans un zone plus importante.



Ils sont alors présentés comme d’anciens scandales asexués au méme titre que les acariens
oribatides (Heethoff et al. 2009) ou les ostracodes darwinulides (Schon, Rossetti, and Martens
2009) qui auraient également persisté sans reproduction sexuée. Les bdelloides sont considérés
comme tels, car ces résultats mettent en avant I’importance de la méiose et de la recombinaison
dans la garantie d’une évolution a long terme d'une lignée.

1.5 Les rotiferes bdelloides, un organisme modele pour étudier la
radiorésistance ?

1.5.1 Généralités

En 2008, deux espéces de bdelloides, Adineta vaga et Philodina roseola ont été décrites comme
résistante a des doses extrémes de rayonnement ionisant (ou IR) (Gladyshev and Meselson
2008). Classiquement, on considére qu’une cellule humaine résiste a des doses de + 6 Gy mais
cette radiorésistance varie en fonction du type cellulaire. La sensibilit¢ a la radiation est en
corrélation avec le taux de prolifération cellulaire. Par exemple, les cellules hématopoiétiques,
dont le taux de division est €levé, sont caractérisées par une radiorésistance plus faible que les
cellules reproductrices. Ces cellules sont donc altérées a des doses modérées (1-7 Gy). (Moreels
et al. 2020).

En comparaison, il a été¢ mis en évidence que A. vaga était capable de survivre a des doses
pouvant atteindre 7500 Gy (= Gray ; dose absorbée) de rayons X (ou RX), une des résistances
les plus élevées pour un animal (Hespeels et al. 2020). En comparaison, des insectes tolérants
tels que la drosophile ou la guépe parasitoide peuvent supporter des doses respectives de 1000
Gy (Vaiserman, Cuttler, and Socol 2021) et 1 800 Gy (Tilton and Brower 1983) de rayons X.

Les rayonnements ionisants, que les rotiféres bdelloides tolérent, correspondent a un transfert
d’énergie libérée par les atomes qui se propage par le biais d’ondes électromagnétiques (comme
les rayons X) ou de particules (comme les neutrons). S’ils présentent une énergie suffisante, ils
peuvent induire une ionisation des atomes de la matiére qu’ils traversent. Le degré d’ionisation
de ces rayonnements est différent en fonction du transfert d’énergie linéaire (LET) qui
représente la quantité d’énergie déposée (KeV) par unité de longueur (1 pum). Les rayons X sont
des rayonnements ionisants a faible LET caractérisés par une ionisation dispersée. A I’inverse,
les particules a hauts numéros atomiques (Z), comme les ions Fe, sont des particules a haut LET
puisque les ionisations produites au niveau de I’ADN sont rapprochées (Hagiwara et al. 2019).
La réponse biologique est liée a la distance entre les événements de dépots d’énergie (Fig. 6).

Les rotiferes bdelloides sont capables de survivre et de se reproduire suite & une exposition aux
rayonnements faible LET mais également au LET élevé. Les individus appartenant a 1’espéce
A. vaga sont capables de survivre a des doses variant entre 5000 et 7500 Gy aussi bien pour une
exposition aux rayons X qu’aux protons 4 MeV. A la suite de 1’étude de I’exposition aux
particules de Fe de 0,5 GeV, la survie a été observée jusqu’a une dose de 3000 Gy, la plus haute
dose testée. Le pourcentage de survie a ces doses est plus élevé suite a I’exposition aux faibles
LET (82,7 % de rayons X SD + 11,4) par rapport aux hauts LET (19,1 % de protons SD + 34,1)
(Hespeels et al. 2020).

La capacité de reproduction des étres vivants est également affectée par une exposition aux
radiations. La stérilité survient a des doses plus faibles de rayonnements. Cela est probablement
da a la plus faible tolérance des cellules germinales a tolérer des cassures d’ADN lors de la
division cellulaire. La reproduction est impactée en fonction du type de radiation et est plus
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séverement touchée suite a une exposition au LET élevé (Hespeels et al. 2020). Effectivement,
ils ont été stérilisés par des doses de 750, 1 000 et 2 000 Gy pour les rayonnements aux Protons,
Fe et aux rayons X respectivement. En comparaison avec les autres clades de rotiferes, il faut
une dose 5 fois supérieure a celle imposée aux monogonontes pour rendre les bdelloides stériles.
Une telle résistance est donc associée au clade bdelloides (Gladyshev and Meselson 2008).
Les doses a fournir pour empécher la reproduction divergent en fonction des organismes. Parmi
les arthropodes maéles, la dose stérilisante est de 200 Gy pour I’espece la plus radio-résistante
qui est le Iépidoptere Spilosoma obliqua (Bakri et al. 2005). L’invertébré Caenorhabditis
elegans est stérile suite a une dose de 30 Gy (Hartman and Herman 1982). Concernant les
animaux anhydrobiotiques, les tardigrades sont stériles aux doses testées de 1000 Gy (Jonsson,
Harms-Ringdahl, and Torudd 2005).

1.5.2 Conséquences de I’exposition aux rayonnements ionisants

Une liste compléte et détaillée de I’ensemble des dommages induits par les différents IR ne sera
pas dressée ici. Cependant, il a été constat¢ que les rayonnements interagissent avec des
molécules biologiques telles que 'ADN ou les protéines, soit directement, par ionisation des
bases et du 2-désoxyribose, soit indirectement, par la création d'espéces réactives de l'oxygeéne
(Cortese et al. 2018). Toutes sortes de dommages peuvent étre induits par les radiations :
cassures doubles brin de 'ADN - cassures simple brin - délétions de bases - dommages
oxydatifs a 'ADN - dommages aux membranes cellulaires et aux protéines. Les faibles LET
ont tendance a engendrer des oxydations de I’ADN et des cassures simples brins alors que les
hauts LET induisent principalement des cassures doubles brins. Il est important de préciser que
les rayons X sont également capables d’engendrer des cassures doubles brins (Havrankova
2020).

Il est donc probable que la capacité des bdelloides a rester fertiles, mais aussi a survivre a la
suite de cassures d’ADN et d’autres dommages refléte un systéme qui répare ces dommages et
qui protége les systemes de réparation. Les rotiféres réhydratés sont bien capables de
réassembler les grands fragments d’ADN ce qui sous-tend la présence d’un mécanisme de
réparation de I’ADN utilisé a n’importe quel stade de leur vie (Latta, Tucker, and Haney 2019).
Concernant les dommages oxydatifs, il a ét¢ montré que 1I’A4. vaga présente un taux plus faible
de carbonylation des protéines suite a une irradiation que le nématode C. elegans (Krisko et al.
2012). Ils se protégeraient de ces dommages grace a un systéme efficace d’antioxydant.

Certaines ¢études telles que celle de Gladyshev et Meselson (2008) soutiennent que cette
importante résistance aux irradiations serait la conséquence d’une adaptation a la dessiccation
qui induit des cassures doubles brins qui sont réparés par les rotiféres. Une étude réalisée sur
les bactéries pourrait confirmer 1’hypothése d’une adaptation, car ils ont observé que des
mutations diminuant la résistance aux rayonnements diminuent également la tolérance a la
dessiccation (Mattimore and Battista 1996). Cependant, cette hypothese est discutée, car en
¢tudiant les rotiféres bdelloides, nous nous apercevons que ce n’est pas si simple. Certaines
especes sont résistantes a la dessiccation et radiosensibles alors que d’autres sont sensibles a la
dessiccation mais radiorésistantes. Serait-ce réellement une adaptation ? Cette interrogation
sera analysée par la suite. Mais il n’en reste pas moins que certaines especes de rotiféres
bdelloides possedent la radiorésistance la plus importante pour un animal.

15



o O
O O o
B . S8 Y
&© D D xd
g & & & & o
s d@ W r—~_ - L
-

Figure 7 (Hespeels et al 2014) : Cinétique de réparation de I’ADN de I’espece A. vaga réhydraté aprés
différent période de temps. La premicére et derniere voie correspondent aux chromosomes de
Saccharomyces cerevisiae respectivement avec et sans tampon de lyse. Le contrdle correspond a 1000
individus 4. vaga hydraté. La troisiéme voie correspond aux individus desséchés et irradiés a 800 Gy.

Les autres voies correspondent a des individus irradiés et réhydratés aprés 2h, 8h, 24h et 48h.
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Figure 8 (Scully et al, 2020): Deux voies de réparation des cassures doubles brins. cNHEJ, classical
non-homologous end joining (ou jonction des extrémités non homologues); HR, homologous
recombinaison (ou recombinaison homologue).
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1.6 Un systéme de réparation de I’'intégrité génomique

Les rotiferes bdelloides peuvent résister a la dessiccation et tolérer de fortes doses de radiations
grace en partie a leur capacité a réparer les 1ésions génomiques. L’électrophorése de gel a champ
pulsé (ou « Pulse Field Gel Electrophoresis » ou PFGE) permet d’analyser les fragments
d’ADN obtenu par cassures doubles brins a la suite de ces stress. Grace a cette technique,
Hespeels et al (2014) ont observé une diminution des fragments génomiques de petites tailles
au profit de la réapparition de fragments de plus grande taille (Fig 7). Ces données suggéraient
un mécanisme de réparation qui consisterait a réparer les différents fragments d’ADN au sein
des cellules somatiques des rotiféres bdelloides.

Cette réparation n’est pas active pendant la dessiccation, car le métabolisme est suspendu, mais
est activée dans les heures suivant la réhydratation des individus suite a la réactivation des
systemes enzymatiques. Cette réparation est progressive, car plus le temps passé a 1’état
réhydraté augmente, plus les fragments de taille moins importante diminuent (Hespeels et al.
2014). Un processus de réparation est observé durant les 24 premicres heures apres
réhydratation. Passé ce timing, la réduction du nombre de petits fragments n’est plus observée.
En dépit d’un processus de réparation, il a néanmoins €té¢ observé qu’une partie de 1’intégrité
du génome n’était pas restaurée dans la lignée d’individus desséchés et/ou irradié¢e (Fig 7). En
effet, une perte de I’intégrité du génome est toujours observée aprés une semaine de 1’activation
du mécanisme de réparation (Hespeels et al. 2020). L’interprétation de ces résultats est
aujourd’hui encore soumise a différentes hypothéses. De plus, la technique de PFGE n’est pas
capable de discriminer les processus de réparation entre les cellules somatiques et germinales.
Si des DSBs peuvent ne pas étre réparées dans les cellules somatiques, il semble peu probable
que cela puisse étre le cas des cellules germinales qui devront assurer le développement
embryonnaire et de nombreuses divisions cellulaires.

Le mécanisme utilisé pour réassembler le génome fragmenté chez les rotiféres bdelloides n’est
pas totalement connu. En s’intéressant aux mécanismes universels et aux différents acteurs
fonctionnels typiques de toutes les cellules eucaryotes, plusieurs voies de réparation de I’ADN
sont étudiées dont les deux plus importantes impliquées dans la réparation des cassures doubles
brins (Fig 8): la recombinaison homologue (HR) et la jonction des extrémités non homologues
(NHEJ). D’une part, HR est un systeme fidele qui utilise un modele homologue pour réparer la
cassure au cours duquel, le complexe NBS1-RADS50-MREI11 permet la résection de I’ADN
alors que RPA maintient I’ADN en simple brin. BRCA1/2 recrute RADS51 qui scanne ’ADN
pour trouver des séquences homologues pour s’y apparier. L’ADN est synthétis€¢ par une
polymérase et la résolution des brins est faite par des résolvases (Wright, Shah, and Heyer
2018). D’autre part, NHEJ est un systéme moins fiable qui joint deux extrémités d'ADN avec
une référence minimale a la séquence d'ADN mais robuste et flexible. La détection des cassures
se fait par Ku70-Ku80 qui recrute la DNA-PKcs qui recrute a son tour d’autres protéines de
réparation comme Artemis ou encore XRCC4 (Dueva and Iliakis 2013). L’ADN polymérase
lambda (Pol)) est enfin utilisé pour synthétiser I’ADN.

Deux autres voies de réparation sont également explorées et réparent d’autres types de
dommages (Fig 9). Premierement, la réparation par excision des bases (BER) a comme
caractéristique d’¢éliminer les petits dommages de bases causées par 1’oxydation, I’alkylation,
la désamination ou encore la perte de bases. L’ADN est de nouveau synthétis¢ par ’ADN
polymérase béta (Polf). Enfin, la réparation par excision de nucléotides (NER) reconnait et
¢limine les 1ésions plus volumineuses formant des hélices (Hecox-Lea and Mark Welch 2018).
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La plupart des acteurs cités ci-dessus présentent une homologie de séquence avec /’4. vaga.
Une prolifération du nombre de génes de NHEJ et de BER par rapport aux génes HR a été mise
en évidence et leur régulation suite une irradiation ou une dessiccation a ét¢ augmenté par
rapport aux autres voies de réparation qui était également induite. Cette observation n’est pas
¢tonnante puisque certaines enzymes de ces deux mécanismes s’occupent de réparer
principalement les bases endommagées et I’ADN cassé par l’oxydation. Des ¢études
fonctionnelles sont nécessaires pour confirmer le role de ces candidats potentiels. Il reste
indispensable de caractériser les dommages des bdelloides et la capacité de ces derniers a
pouvoir les réparer ou pas (Hecox-Lea and Mark Welch 2018).

Le réassemblage des fragments observé par PFGE illustre la réparation des dommages au sein
des cellules somatiques. En effet, un rotifere posséde 1000 cellules somatiques contre <30
cellules germinales qui ne sont donc pas détectées. Nous observons que les cellules somatiques
activent rapidement la réparation, mais ne récuperent pas entierement 1’intégrité génomique.
Cette réparation limitée est tolérée au vu du maintien de la survie de ces individus eutéliques
dans lesquelles les cellules somatiques ne se divisent plus. Concernant la lignée germinale,
aucune information n’est alors obtenue (Hespeels et al. 2014). Cependant, I’¢tude de Gladyshev
& Arkhipova (2010) a tout de méme démontré que I’ADN des oocytes est impacté par
I’irradiation, car ils ont observé la perte d’une copie d’un transposon (Avmarl) au cours des
multiples générations concluant & la présence de cassures doubles brins. Ces cassures doivent
étre réparées pour permettre la transmission correcte du génome, sans perte de geénes
importants, et éviter une instabilité génomique qui peut conduite a la mort cellulaire.

Des ¢études récentes dans I’équipe du Prof. K. Van Doninck (Données non publiées :
M.Terwagne et al, 2021) ont également montré que cette réparation de I’ADN est différente au
sein des cellules germinales et somatiques. Dans une meére irradiée, ils ont observé par
fluorescence que les cellules somatiques synthétisaient de I’ADN au contraire des cellules
germinales. Cette observation est due a un retard dans le temps de la réparation au sein des
cellules germinales, réparation qui a lieu a un stade spécifique de la méiose lors de I’oogénese.
Pour que I’ceuf pondu possede une structure génomique comparable a la mére, ce qui a été
observé ultérieurement, ils supposent que les cellules germinales utilisent un systeme de
réparation fiable.

1.7 Résistance au stress oxydatif induit par les rayonnements ionisants

1.7.1 Les dommages oxydatifs

L’exposition aux radiations et a la dessiccation induit également des dommages oxydatifs
importants auxquels doivent faire face les rotiféres. Le manque d’eau et I’arrét du métabolisme
provoqué par la dessiccation pourraient altérer le fonctionnement de la chaine respiratoire et
induire la réduction partielle de I’oxygeéne (Senaratna et McKersie, 1986). De méme, les
rayonnements ionisants engendrent la formation d’espéces réactives de 1’oxygene (« Reactive
Oxygen Species » ou ROS) par radiolyse de 1’eau (Gusev et al. 2010).

Un stress oxydatif se produit lorsque la quantité de ROS est anormalement ¢élevée. Le radical
anionique superoxyde (O2) représente le type primaire de ROS qui peut étre converti en
peroxyde d’hydrogéne (H202) a son tour converti pour donner le radical hydroxyle (OH). Ils
peuvent réagir avec presque toutes les molécules biologiques, tels que les lipides, 'ADN et les
protéines. L’accumulation de ROS entraine une augmentation de la peroxydation des lipides,
qui peut conduire a la destruction des membranes cellulaires. Elle induit également I’oxydation

17



des protéines qui peut, par exemple, engendrer la formation de groupements hydroxyles et
carbonyles, et des dommages indirects a I’ADN, tel que le 8-0x0-2-deoxyguanosine (80xoDG).
Les Iésions d’ADN rapprochées peuvent conduire a des cassures de brin, une étape tardive des
dommages oxydatifs. (Smolikova et al. 2021). En effet, certains dommages aux protéines
peuvent engendrer la destruction cellulaire méme avant la production de dommages significatifs
a ’ADN chez les especes hautement radiosensibles, comme la bactérie S. oneidensis (Qiu et al,
2006).

Dans des conditions normales, sans stress, un ensemble d’antioxydants et de capteurs de
radicaux libres détoxifie les ROS. Cependant, lorsqu’une accumulation de ROS est engendrée
par des radiations et/ou dessiccation, 1’activité du systéme peut €tre dépassée et n’est plus
capable de les neutraliser. Ainsi, le stress oxydatif se développe en inactivant des enzymes, en
dégradant des protéines, ... (Smolikova et al. 2021)

1.7.2 Un systéme anti-oxydatif performant

La capacité des rotiféres bdelloides a réparer leur ADN a la suite de stress telle que les
irradiations et la dessiccation a été mise en évidence précédemment, mais également, suite a
ces deux stress, une surproduction de ROS pouvait étre engendrée qui induit un certain nombre
de dommages oxydatifs. Ce mécanisme de réparation pourrait alors devenir non fonctionnel
puisque ces enzymes pourraient étre oxydées. Cependant, certains rotiféres survivent a ces deux
stress ce qui indique qu’ils possederait une « protection » de leur enzyme de réparation contre
les dommages oxydatifs (Daly et al, 2007).

Cette hypothése a été analysée par Krisko et Radman (2010) qui ont étudié le taux de
carbonylation des protéines chez Escherichia coli, un organisme radiosensible, et D.
radiodurans, un organisme radiorésistant. La carbonylation est une réaction de radicaux
hydroxyles avec les chaines latérales accessibles d’acides aminés. Ces altérations irréversibles
induisent une perte de fonction de la protéine en modifiant sa forme. Il a fallu une dose 10 fois
plus importante pour obtenir le méme taux de carbonylation chez D. radiodurans que E.coli.
Les organismes radiosensibles montraient une sensibilit¢ plus prononcée aux dommages
oxydatifs. Cette protection n’est pas absolue puisqu’une mortalité était observée lorsque le taux
de carbonylation ¢était trop important pour les cellules (Krisko et Radman, 2010). Des
expériences similaires ont été faites par Krisko ez al. (2012) qui ont comparé la fertilité et le
taux de carbonylation des rotiferes bdelloides et de C. elegans, plus radiosensible. De méme,
un effet protecteur est observé puisque les rotiferes bdelloides nécessitent une dose d’irradiation
plus importante pour atteindre le méme taux de carbonylation des protéines que C. elegans. Les
dommages oxydatifs de type carbonylation ont aussi été caractérisés comme nocif puisque la
fertilité diminuait plus la carbonylation augmentait.

L’acquisition d’un systétme d’antioxydant efficace chez les bdelloides pourrait donc étre
responsable de cette tolérance a la dessiccation et aux irradiations, car il est nécessaire de piéger
les especes réactives engendrés par ceux-ci et pour protéger les protéines et autres composants
utilisés dans la réparation des cassures doubles brins. Les rotiféres sensibles a la dessiccation
seraient alors moins tolérants aux dommages oxydatifs.

Les données génomiques soutiennent cette hypothése d’un systéme antioxydant efficace
puisqu’elles montrent que les familles de génes impliqués dans la résistance a I’oxydation sont
plus abondantes dans I’espéce 4.vaga en comparaison avec d’autres organismes modeles (Flot
et al. 2013) dont un grand nombre a été acquis par transfert horizontal. Les constituants de ce
systéme ne sont pas bien caractérisés, mais des recherches (Latta, Tucker et Haney 2019)

démontrent que les rotiféres utiliseraient des antioxydants a petites molécules (de poids
moléculaire faible) et que les antioxydants placés dans leur culture contribueraient a leur survie.
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Figure 10 (NASA website) : Eléments de ’environnement spatiale. Les principales sources de
rayonnements spatiaux sont les rayons cosmiques galactiques, du soleil et des ceintures de Van Allen.



Etant donné que les rotiféres sont un modéle unique pour I’étude des conséquences de
dommages oxydatifs et de la protection contre ceux-ci chez les animaux en général, il serait
intéressant de décrire au sein des bdelloides des radiorésistances différentes et ainsi voir s’il y
a un lien avec la résistance a 1’oxydation.

1.8 Les enjeux de 1’exposition a un environnement spatial

1.8.1 La place des rotiferes dans I’étude de I'espace

Les rotiferes bdelloides présentent une stratégie efficace de survie qui leur permet de coloniser
les environnements terrestres les plus extrémes tels qu’une plante au sein du désert d’Atacama
et I’ Antarctique. IIs sont alors devenus un modele pour I’étude de 1’astrobiologie puisqu’ils
permettent d’appréhender les limites de la vie. Leur utilisation au sein de la recherche spatiale
a ¢ét¢ motivée principalement par leur résistance a des conditions extrémes telle que la
dessiccation et I’exposition & des rayonnements ionisants. Etant des métazoaires
multicellulaires, ils sont sélectionnés pour leur complexité par rapport a d’autres organismes
envoyés dans 1’espace tels que les bactéries. D’autres raisons pratiques sont également a
prendre en compte comme leur miniaturisation possible, une facilité en s’en procurer puisque
leur distribution est variée et leur capacité de reproduction rapide permettant d’obtenir des
clones denses (Ricci and Boschetti 2003). Aprés différents organismes tels que Bacillus
subtillis, D. radiodurans ou les tardigrades, ils ont été¢ envoyés dans 1’espace au sein de la
station spatiale internationale (ou « Internatial space station » ou ISS) en 2019 dans le cadre
de Rob1 et en 2020 dans le cadre de Rob2. Lors de Robl, Adineta vaga a été envoyé dans un
¢tat hydraté alors que Rob2 a envoyé des individus desséchés, tous deux ayant comme but
d’étudier comment les voyages spatiaux affectent le métabolisme via 1I’étude des expressions
géniques. En 2025, une autre expédition est prévue dans le cadre de RoA mais cette fois-ci,
différentes espéces seront placées en dehors de I’ISS.

1.8.2 Composition et risque de I’environnement spatial

Pour décrire I’impact de I’espace sur la vie, il est nécessaire de caractériser ce par quoi les
bdelloides ont été exposés lors des précédents voyages ainsi que lors des simulations réalisées
dans ce mémoire et a quoi ils seront exposés au cours des prochaines missions (Fig. 10). Sur
Terre, les IR sont présents et proviennent soit de radionucléides naturels créés au sol ou de
neutrons créés dans I’atmosphere par le soleil ou les supernovas. L’environnement spatial est
trés différent de celui de la Terre et est principalement composé de radiations ainsi que de
particules accélérées (Thirsk et al. 2009). Certaines caractéristiques des rayonnements leur
permettent d’étre différenciées : leur énergie, généralement en mégaélectronvolt (MeV), leur
transfert linéaire d’énergie (LET) et leur intensité exprimé en deébit de dose (uSv/h).

Pour commencer, les rayons cosmiques galactiques sont une des principales sources de
rayonnement qui consistent en des particules énergétiques provenant de I’extérieur de notre
systeme solaire. Ils sont produits par le reste de supernova qui correspond a 1I’explosion d’une
¢toile en fin de vie. Ce flux continu de particules énergétiques chargées provient de toutes les
directions et est composé de protons (85%), de noyaux de 4He (12%) ainsi que de noyaux
lourds (1%) caractérisé par un LET élevé, d’électrons et de positrons (2%). Il faudrait alors un
blindage de quelques métres d’épaisseur pour créer la protection réalisée par I’atmospheére sur
Terre. Malheureusement, il constituent 75 % de la dose regue, car en raison des limites de poids,
c’est impossible de vraiment s’en protéger (Moreels et al. 2020).
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Le soleil émet en permanence un flux de particules, appelé le vent solaire, comprenant des
¢lectrons, des protons énergétiques et des noyaux lourds en concentration réduite. Son énergie
reste limitée puisqu’une petite quantité de blindage, quelques centimétres, suffit pour fournir
une protection adéquate. Cependant, le soleil étant instable, certains événements comme les
éruptions solaires et les ¢jections de masse coronale (CME) peuvent émettre temporairement
des électrons et des protons tres énergétiques. Ces épisodes correspondent alors a des
événements a particules solaires (SPE), une autre des principales sources de rayonnement.
Lorsque ’activité du soleil est au maximum, la probabilité de SPE est la plus importante, mais
est difficile a prévoir. Au niveau de I’'ISS, les SPE n’engendrent pas une dose regue ¢élevée
puisqu’elle se trouve a 400 km de la Terre et bénéficie toujours de la protection partielle du
champ magnétique terrestre (Benton and Benton 2001).

Les rayonnements peuvent également provenir de particules piégées dans le champ magnétique
terrestre qui a pour role de protéger la Terre et son environnement des rayonnements cosmiques.
Les particules chargées suivent et tournent autour des lignes du champ magnétique et seules les
plus énergétiques arrivent a I’atmosphére terrestre alors que les moins énergétiques sont
dirigées vers les poles. Les particules chargées piégées dans le champ géomagnétique forment
deux ceintures autour de la Terre, appelées ceintures de Van Allen. La ceinture interne située a
3000 km au-dessus de la surface de la Terre contient des électrons (max 5 MeV) et des protons
(max 700 MeV) venant des GCR. Cette ceinture présente une perturbation anormale du champ
géomagnétique terrestre, appelée I’anomalie de 1’ Atlantique Sud, ou sont piégées ces particules,
mais a une altitude plus basse de 200 km car son axe magnétique ne coincide pas avec I’axe de
rotation. L’ISS, qui posséde une inclinaison orbitale de 52°, traverse quotidiennement cette
anomalie et des flux €levés de IR sont recensés. La ceinture externe situé¢ a 22000 km contient
des ¢électrons (max 7 MeV) et est remplie par les SPE (Thirsk et al. 2009) (Moreels et al. 2020).

Le type de rayonnement dans 1’espace est donc principalement composé de protons et de
particules HZE (comme le fer, le carbone, 1I’oxygene et le silicium). Ils représentent 90 % des
rayonnements trouvés dans 1’espace lointain et participent grandement aux conséquences
biologiques (Moreels et al. 2020).

L’espace profond est caractérisé par une microgravité de 10 °g. L'attraction gravitationnelle
s'affaiblit & mesure que deux objets sont éloignés 1'un de l'autre. Ainsi, au sein de I’ISS, la
gravité de la Terre est encore fortement présente. Au sein de I’'ISS, le champ gravitationnel
représente environ 89 % de celui de la surface de la Terre. Pour donner un ordre d’idée, la
microgravité terrestre est de 1g alors que la microgravité lunaire est respectivement de 0,16g
(Elgindi et al. 2021). Les températures et le vide sont également extrémes. Lorsque 1I’ISS se
situe du coté de la Terre éclairée par le soleil, sa température du vaisseau peut atteindre 100°C
a ’inverse, dans I’ombre de la Terre, la température peut tomber a -100°C.

La pression a proximité de I’ISS dépend de son altitude et de son orientation. De plus, les
matériaux subissent un phénomene de dégazage, ce qui fait augmenter la pression avoisinante.
La pression recensée au niveau de 1’avant de I’ISS est donc de 10”7 Pa et a larriére de 10-*Pa..
Quant au vide spatial, il atteint des pressions allant de 10-7 a 10-4 Pa (Horneck, Klaus, and
Mancinelli 2010).

1.8.3 Dosimétrie des rayonnements

Les doses recues sur Terre sont trés différentes de celles recues par les astronautes car ces
derniers sont exposés a des doses beaucoup plus élevées et a des types de rayonnements trés
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différents. Avant d’étudier les différentes doses regues, il est nécessaire de différencier les deux
unités utilisées : le sievert (Sv) et le gray (Gy). Le sievert est I'unité de dose efficace utilisée
pour évaluer le risque d’effets biologiques alors que le gray est utilisé pour mesurer la dose de
rayonnement absorbée (CEA 2016). La dose annuelle du rayonnement naturel est de 1mvS/an,
mais celle-ci doit rester inférieure a la limite légale de 20 mSv. Dans I’ISS, le débit de dose est
d’environ 20 puSv/h soit 200 fois plus élevé que sur Terre. Et lors d’un séjour de 6 mois, la dose
augmente a environ 100 mSv ce qui représente 5 fois la limite de dose légale pour les
travailleurs sur Terre (Moreels et al. 2020). Ces doses ne devraient pas induire d’effets aigus
significatifs des rayonnements, mais les risques seraient augmentés a long terme. Au fur et a
mesure que la durée de la mission augmente et qu’ils s’¢loignent de la Terre, les doses
deviennent plus élevées. Cependant, le débit de dose dans 1’espace peut augmenter lors
d’événements solaires. Il est compliqué de prévoir et de controler les doses regues par les
astronautes. Les effets sur la santé sont incertains au vu du nombre réduit de données sur leur
exposition (Benton and Benton 2001)(Thirsk et al. 2009).

1.9 Objectifs

La perspective de vols spatiaux a long terme engendrerait une exposition des astronautes a des
doses importantes de radiations et de microgravité. Des mod¢les d’études sont donc importants
afin d’étudier la capacité de la vie a supporter des environnements extrémes tels que I’espace
et I’adaptation physiologique qui s’en suit. Des contre-mesures a ces défis pourraient alors
éventuellement étre trouvées. Les rotiféres bdelloides, précédemment envoyés dans 1’espace,
ont été ¢tudiés en leur qualité de métazoaire extrémotolérants. Ce mémoire s’intégre donc dans
une expérience d’astrobiologie vivante a sélectionner des espeéces de bdelloides qui serait
capable de survire a la simulation de certaines composantes de 1’environnement spatiale.
L’objectif final serait de les envoyer pour la prochaine mission en dehors de I’'ISS.

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons étudier 1’espéce Habrotrocha atacama venant de
I’endroit le plus aride au monde, le désert de 1’ Atacama situé¢ au nord du Chili. Sa résistance a
la dessiccation et a la radiation aux rayons X a été évaluée en mesurant leur survie et leur
fertilité. Leur compétence a réparer I'ADN sera également explorée a l'aide de I'électrophorese
sur gel a champ pulsé (PFGE), qui analyse la taille des fragments du génome obtenus par des
cassures double brin et le réassemblage de ces fragments au fil du temps.

Nous avons ensuite ¢tudié 1’espéce Rotaria rotatoria qui ne fait pas de dessiccation et qui
provient d’un environnement constamment hydraté tel qu’une marre. Nous avons alors
déterminé ce qu’il en est de sa radiorésistance aux rayons X par la mesure de la survie, de la
fertilité et de sa capacité a réparer son ADN. Puisque ’origine de I’extréme radiorésistance des
bdelloides reste controversée, I'utilisation de cette espéce est d’autant plus importante, car les
données contribueront a la compréhension de la diversité des tolérances aux radiations pour
ensuite ¢lucider les mécanismes qui rendent ces especes résistantes et d'autres non.

Nous avons ensuite mesuré la résistance de H. atacama face aux conditions spatiales simulées
telles que le vide a long terme, les variations de température et sélectivement aux UV,
paramétrés pour reproduire 1’exposition en orbite basse. De plus, ces individus ont subi une
exposition isolée de rayonnements d'ions lourds, en particulier le fer. L'impact sur la survie et
la fertilité de toutes ces expositions a été testé et comparé a notre espece de référence du projet
RISE de 1'ESA (2021), 4. vaga cultivée depuis au moins 30 ans dans des conditions de
laboratoire et utilisés comme standard. Suite a I’exposition aux particules de Fer, 1’état et la
capacité a réparer le génome a également été analysés par une PFGE.
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Nous avons également évalué dans quelle mesure la résistance a la dessiccation ou a la radiation
peut étre liée a la tolérance au stress oxydatif. En effet, le haut niveau de radiorésistance chez
les rotiferes pourrait €tre également dii a un systeme amélioré d’antioxydants. L’efficacité de
ce systeme a été explorée par I’analyse de la capacité a résister a la carbonylation des protéines
de deux espéces. Nous avons donc mesuré le taux de groupements carbonyles sur les protéines
de I’Adineta editae et de I’ Adineta vaga suite a une exposition a des doses croissantes de rayons
X. L’espéce A. editae est une espece venant de 1’ Antarctique, résistante a la dessiccation, mais
dont la fertilité chute aux environs de 500 Gy a I’inverse de 1’4. vaga qui présente une chute de
fertilité aux environs de 1000 Gy.

Enfin, nous avons exploré la dynamique spatio-temporelle du mécanisme de réparation de
I’ADN au sein des cellules germinales. En effet, nous avons analysé si elle pouvait se dérouler
soit lorsque I’ceuf est au sein de la meére, avant la maturation de 1’ceuf, soit lorsque 1’ceuf est
pondu et qu’il commence a se diviser. La PFGE classique, chargée de rotiferes adultes, ne
pouvait pas €tre utilisée car celle-ci démontrait la cinétique de réparation de I’ADN au sein des
cellules somatiques puisque les cellules germinales sont trop peu nombreuses pour étre
détectées. Des ceufs pondus par des méres irradiées ont été isolés et chargés dans une PFGE
pour évaluer leur intégrité génétique. L’absence de cassures doubles brins démontrerait une
réparation durant 1I’oogenése.
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I1. Matériels et Méthodes

2.1 Cultures de rotiféres bdelloides

Les différentes cultures de rotiféres sont maintenues au laboratoire d’écologie et génétique
évolutive (URBE) du Professeur Karine Van Doninck. Les expériences ont été réalisées sur
différentes especes de rotiféeres bdelloides : Rotaria rotatoria, Habrotrocha atacama, Adineta
vaga et Adineta editae. Les expériences sur R. rotatoria ont été réalisées a partir d'échantillons
collectés directement sur le terrain, dans un étang belge, au vu des difficultés survenues lors de
la culture en laboratoire. H. atacama, isolée d'un échantillon de plante séche, a été collectée
dans le désert d'Atacama (23°29'28.8 "S, 67°46'09.4 "W) et clonée par J. W. Larrick. Cette
espece est cultivée dans le laboratoire du LEGE depuis >2 ans. Les cultures d’4. vaga
proviennent d’un individu unique venant du laboratoire de Matthew Meselson. Les cultures
d’A4. editae ont été créé a partir d’un individu isolé d’un échantillon venant de I’ Antarctique
(65°15'03.60"S 64°14'33.50"W) fourni par Karel Janko.

Ces especes sont cultivées hydratées dans des boites de pétris de 150x20 mm contenant de l'eau
de source Spa®, et incubés a 21°C dans notre laboratoire. Ils sont nourris a intervalles réguliers
avec du jus de laitue stérilisé (Lactuca sativa sp). La culture de R. rotatoria a été rendue possible
au fur et 2 mesure du temps en fournissant un mélange composé de 300 ul de jus de laitue, de
50 ul d’une culture de Escherichia coli, de 20 ul d’astaxanthine (pigment antioxydant) et de 50
ul de PhytoneTM Peptone (Soja).

2.2 Dessiccation et réhydratation

Les cultures de bdelloides ont été sélectionnées en fonction de leur propreté et de leur densité.
Les animaux morts et les résidus biologiques ont été retirés de la boite de pétri a 1'aide d'un
grattoir a cellules. Ensuite, les cultures ont été affamées, c’est-a-dire contenues dans 15 ml
d’eau de Spa® pendant 24h. La collecte des individus des boites sélectionnées a commencé par
le détachement des rotiferes par 1'ajout de 450 pl de NaCl et I'utilisation d'un vortex. Les
individus ont été rassemblés dans un tube falcon de 15 ml a I’aide de quatre centrifugations
consécutives de 15 minutes a 4000 rpm. Nous avons compté le nombre d’individus contenu
dans 2 pl a six reprises afin de déterminer la quantité a prélever dans I'échantillon pour obtenir
le nombre d'individus souhaité. Les individus bdelloides sont placés dans une dépression au
centre d’une boite avec un fond d’agarose. Ces boites de dessiccation ont nécessité 30 ml
d'agarose 3 % a bas point de fusion (« Low Melting Point » ou LMP) obtenu avec un mélange
d'eau thermale. Les rotifeéres ont ensuite ét¢ desséchés dans une chambre climatique WEKK
0028 avec les parameétres suivants (optimisés a partir de Hespeels et al. 2014) : diminution
linéaire de I'humidité relative de 70% a 55% en 17 h, diminution linéaire de I'hnumidité relative
de 55% a 41% pendant 1 h, suivie de 19h a 41% d'humidité relative. Apres cette période, le
substrat d'agarose était complétement sec avec un amas de bdelloides desséchés au centre. Une
découpe est alors effectué¢e autour des rotiferes regroupés en « patch » qui sont utilisés pour
l'analyse. Pour la réhydratation, le patch a été submergé par 15 ml d'eau. Les échantillons
réhydratés ont été stockés a 21°C et alimentés avec 100 pl de jus de salade apres 1 heure. Le
patch desséché contenait pour les différentes especes entre 20.000 et 40.000 bdelloides. La
dessiccation effectuée sur R. rotatoria a nécessité 35.000 individus, représentant la plupart des
cultures.
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Espéce Etat Dose Réplicas Individus But
. : Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 0 Gy 9 80 survie ot de fertilité
. , Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 25 Gy 3 80 survie et de fertilite
. : Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 50 Gy 3 80 survie of de fertilité
. , Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 100 Gy 3 80 survie et de fertilite
. 5 Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 175 Gy 3 80 survie of de fertilité
. , Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 250 Gy 4 80 survie ot de fertilite
. : Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 500 Gy 3 80 survie of de fertilité
. . Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 750 Gy 5 80 survie ot de fertilite
5 2 Mesurer le taux de
R. rotatoria Hydratés 1000 Gy 3 80 survie et de fertilité
40 000 (dont 60
H. atacama Desséchés 0 Gy 4 sont isolés pour Mes.urer le taux de
. survie et de fertilité
mesurer la fertilité)
H. at Desséché 500 G 4 40 O(,)O (’dont 60 Mesurer le taux de
- dlacama CSSCCNES y sont isolés pour survie et de fertilité
mesurer la fertilité)
40 000 (dont 60
L s N Mesurer le taux de
H. atacama Desséchés 1000 Gy 5 sont isolés pour survie ot de fertilité
mesurer la fertilité)
40 000 (dont 60
H. atacama Desséchés 1500 Gy 4 sont isolés pour Mesurer le taux de
mesurer la fertilite) | Survie et de fertilité
40 000 (dont 60
H. atacama Desséchés 2000 Gy 3 sont isolés pour Mesurer le taux de
mesurer la fertilité) | SUTVIC et de fertilité
: Mesurer le taux de
A. vaga Hydratés 0 Gy 2 200 000 T
. Mesurer le taux de
A. vaga Hydratés 100 Gy 1 200 000 carbonylation
2 Mesurer le taux de
A. vaga Hydratés 500 Gy 1 200 000 e o
. Mesurer le taux de
A. vaga Hydratés 1500 Gy 1 200 000 carbonylation
5 . Mesurer le taux de
A. editae Hydratés 0 Gy 1 200 000 critheiion
. . Mesurer le taux de
A. editae Hydratés 100 Gy 1 200 000 carbonylation
5 a Mesurer le taux de
A. editae Hydratés 500 Gy 1 200 000 e
. . Mesurer le taux de
A. editae Hydratés 1500 Gy 1 200 000 carbonylation
Isolation d’ceufs
A. vaga Hydratés 500 Gy 6 +50 000 irradiés ou venant

de méres irradiées

Tableau 1 : Récapitulatif des différentes irradiations dont les doses, les espéces, les réplicas et le
nombres d’individus isolés varient. Par exemple, 80 individus de I’espece Rotaria rotatoria ont été
isolés et irradiés a quatre reprises a 250 Gy dans le but de mesurer leur survie et leur capacité a se
reproduire. Il est important de préciser que les irradiations sur les individus H. atacama ont été
réalisées ultérieurement par des membres de 1’unité de recherche.
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Figure 11 : Méthode de comptage de rotiféres. Un couvercle d’une boite de pétri a été marqué avec
des lignes et placé sous la boite de pétri contenant les individus. A 1’aide du binoculaire, les rotiféres
des différents cadrant sont comptés.



2.3 L’exposition aux rayons X

Les rotiferes bdelloides ont été irradiés a l'aide de 1'irradiateur a rayons X PXi X-RAD 225 XL
disponible au LARN (Université de Namur, Belgique) avec un débit de dose de + 8,2 Gy/min.
Les parametres utilisés lors de 1'irradiation étaient un courant de 19 mA, une tension de 225 kV
ainsi que l'emploi du filtre 1 en aluminium de 2 mm qui ¢élimine les rayonnements de faible
énergie. Les échantillons ont été placés sur un bloc de refroidissement utilisé pour éviter la mort
thermique des rotiferes. Les échantillons a irradier étaient soit desséchés, soit hydratés.

Certains individus ont été séchés un jour avant l'irradiation et exposés a l'intérieur d'une boite
de pétri scellé. Plusieurs conditions de 80 individus, isolés manuellement, de R. rotatoria
hydratés ont été irradiés a des doses de départ de 25 Gray et limitées a 1000 Gy. Des H. atacama
desséchés ont été irradiés a des doses de 500 et limitées a 2000 Gy. Ces dernicres ont été
réalisées ultérieurement par des membres de 1’unité de recherche. Chaque exposition a été
réalisée au minimum a trois reprises afin de mesurer la survie et la fertilité. Des échantillons de
200 000 4. vaga et A. editae ont été irradiés hydratés séparément a des doses de 100, 500 et
1.500 Gy dans le but de quantifier des dommages protéiques (Tableau 1).

2.4 L’exposition aux ions lourds (Fer)

Deux especes de rotiferes bdelloides ont été irradiées par des particules chargées a 1’aide d'un
faisceau horizontal au synchrotron a ions lourds (SIS) du GSI Helmholtz Centre for Heavy Ion
Research en Allemagne en utilisant du 56Fe (1GeV et 1550 MeV/g/cm?). Les H. atacama et A.
vaga ont ét¢ desséchés a I’'UNamur selon le protocole cité ci-dessus. Le jour précédant
I’irradiation, les échantillons ont été transportés dans des conditions réfrigérées. Les
¢chantillons répartis en trois réplicas ont ét¢ assemblés dans un porte-échantillon permettant
une exposition simultanée de plusieurs couches et exposés a 250 Gy et a 500 Gy. Un ensemble
d’individus desséchés ont été préparés et stockés a 21°C au laboratoire LEGE alors que d’autres
¢chantillons desséchés ont été transportés jusqu’en Allemagne mais non irradiés.

2.5 Taux de survie et capacité de reproduction

Suite aux différents types d’irradiation, le taux de survie a été calculé sur plusieurs réplicas par
dose. Pour chaque exposition de I’espéce R. rotatoria a différentes doses de rayons X, 60
individus ont été isolés et placés un par puits dans des plaques multipuits. Ils ont ensuite été
remplis avec 2 ml d’eau de Spa® et de 50 pul de jus de salade par puits. Cette survie a été évaluée
en comptant les individus vivants et morts apres 48 heures a I’aide du binoculaire. Les rotiferes
sont considérés comme vivant soit s’ils recouvrent leur capacité de mouvement soit si le mastax
bouge chez les individus contractés. Pour les autres especes et différentes expositions telles que
le vide ou aux ions lourds, le taux de survie est obtenu par le ratio entre les individus morts et
le nombre total d’individus. Le comptage des individus morts est d’abord réalisé en plagant la
boite de pétri qui contient I’ensemble des individus sur un quadrillage (Fig. 11). Les individus
sont ensuite concentrés dans un volume final de 1000 pl grace a plusieurs centrifugations de 15
minutes a 4000 rpm. La totalité des individus est alors mesurée en comptant a 6 reprises le
nombre d’individus contenu dans 2 pl.

La capacité de reproduction des rotiferes est déterminé comme leur capacité a pondre des ceufs
(ou des juvéniles pour les individus vivipares) et de créer une population clonale a partir d’un
individus isolé. 60 individus vivants ayant subi différents stress ont alors été isolés et placés
individuellement dans chaque puits d’une plaque a 12 puits. Un mois aprés I’exposition, les

24



puits ont été observés au binoculaire et les puits étaient répartis entre la présence d’une
population (1), la présence d’ceufs non éclos (avec la possibilité de la présence de 1’adulte) (2)
et la présence d’individus morts (3). Le taux de fertilité est alors calculé en fonction de nombre
de puits présentant une population et le nombre d’individus au total (60). Quand le nombre
d’individus vivants n’atteignait pas 60, le nombre d’ individus manquants était considéré
comme morts pour éviter de biaiser les données. Les R. rotatoria sont considérés comme fertiles
s’ily a5 ou plus d’individus dans le puit. En effet, un individu adulte peut contenir un maximum
de trois individus déja formé pendant I’exposition. Ainsi, s’il y a plus de 5 individus dans le
puit, cela signifie que malgré I’irradiation, il a été capable d’engendrer une descendance.
Puisque ces rotiféres sont vivipares, la présence d’ceufs n’a pas été évaluée. Les H. atacama et
les A. vaga étaient considérés comme fertiles s’il y avait 3 ou plus d’individus dans le puit. Le
nombre d’ceufs et d’individus a donc été évalué ici puisqu’ils sont ovipares.

Les échantillons, dont la survie et la fertilité¢ ont été investiguées, étaient soit hydratés, soit
réhydratés aprés une dessiccation. Certaines mesures ont été réalisées par J. Berthe et illustrée
dans ce mémoire, tel que les données de survie et de fertilit¢ des Habrotrocha atacama
desséchés, des 4. vaga desséchés soumis au vide et aux variations de température et enfin des
A. vaga desséchés exposés aux ions Fer.

2.6 Statistiques et graphes

Les données ont été exprimées en moyennes + écart-type (SD). Les analyses statistiques et les
graphes sous forme de box-plots ont été effectués a I’aide du programme R (Version 4.1.2) et
I’extension RStudio par Victoria Moris. Pour la plupart de nos données qui présentaient une
distribution anormale, les effets de la dose des rayonnements (Rayons X, et Fer) et du temps
exposé aux conditions spatiales simulées ont été mesurés par un test de Kruskal-Wallis. Les
procédures non paramétriques de comparaisons multiples ont ensuite ¢té permises par le
software mparcomp (analyse Gao cS) apres une correction Bonferroni de la P-valeur
(Konietschke et al, 2015). Pour les données qui présentaient une distribution normale, les effets
de I’exposition au Fer ont ét¢ mesurés par un test ANOVA (one ways). Ainsi, des comparaisons
multiples étaient également faites par 1’utilisation d’un test Tukey. Ces approches permettent
de comparer les conditions entre elles et pas seulement en fonction des contrdles (représentant
les échantillons non irradiés) et d’évaluer les différences significatives (valeur P < 0,05) entre
les conditions. Les graphes ont été illustrés par des lettres qui indiquent, lorsqu’elles sont
identiques, une différence non significative.

Une approche similaire au calcul de la DL50 (Dose Létale) a été réalisée pour mesurer la SD50,
représentant la dose nécessaire pour stériliser 50 % de la population irradiée, de certaines
especes de bdelloides. En fonction des points expérimentaux mesurés lors des expériences, une
courbe illustrant les taux de fertilité est obtenue a 1’aide du logiciel OriginLab® (MA, USA)
par Sébastien Penninck du LARN (UNamur). Ces courbes des différentes espéces sont
réalisées et ajustées a I’aide d’une équation dose-réponse qui permettra également de calculer
la SD50 :

A — Ay

Fertilité = A; + 1+ 100eg =007

Avec A; qui est ’asymptote minimum, A, qui est I’asymptote maximum, log x0 qui correspond
a la SD50, x qui représente la dose, et enfin p qui représente la pente.
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Figure 12 : Moule. Ces cadrans associés I'un a I'autre permettent la formation de plug (=) suite a
I"ajout de I"’échantillon contenu dans de la solution A et d’agarose.



2.7 L’électrophorese en gel a champ pulsé ou Pulse-Field Gel Electrophoresis

(PFGE)

La préparation des échantillons réalisée pour cette technique est différente en fonction des
questions expérimentales a résoudre. En outre, le principe de base consiste a compter le nombre
d’individus présent dans 2 pl de I’échantillon pour déterminer le volume a collecter pour obtenir
1000 individus et a déposer dans un eppendorf. Les 1000 individus de chaque conditions, fixés
dans 35 pl de solution A (50 mM EDTA et 10 mM Tris pH 8,0), ont été mélangés avec 19 ul
d’agarose 2 % et déposé dans un moule adéquat (Fig 12). Pour permettre leur polymérisation,
les échantillons ont été placés a 4°C pendant 20 minutes. Une fois polymérisés, ils ont été€ placés
séparément dans une solution de digestion constituée de 207,34 ul d'eau, 250 pl de solution B
(200 mM EDTA et 100 nM Tris), 26 ul de protéinase K (utilisée pour détruire le contenu des
rotiferes a l'exception de I'ADN) et 16,66 ul de Sarkosyl (permettant la lyse)(Thibeault et al.
2019) pendant 1h a 4°C et incubés a 56°C pendant 18h. Ces échantillons ont ensuite été
transférés dans un autre eppendorf et rincés trois fois en ajoutant 2ml de TBE 0,5X
successivement utilisé comme tampon de migration et comme tampon pour la préparation du
gel (Zhang, Wang, et Wang 2011). Une fois ces ringages effectués, une attente de 3h a 4°C
s’¢était déroulée. Un dernier ringage a été réalisé pour remplacer le TBE par 500 ul d'EDTA.
L’ensemble a été placé a 4°C jusqu'a son utilisation. Les conditions, a nouveau immergées dans
le TBE, ont été placées dans un gel d'agarose a 0,8% permettant I’emplacement de 10
¢chantillons. L’échantillon polymérisé utilis¢é comme contrdle contenait des chromosomes de
Saccharomyces cerevisiae utilisé comme standard de poids moléculaire. La migration du gel a
¢été réalisée a I'aide d'un BioRad CHEF-DR II (14 °C ; 5,5 V/cm, angle de commutation 120°
et temps de commutation 60-185 s pendant 22 h avec une rampe linéaire). L'ADN a été marqué
en utilisant 10 ul de SYBER Gold dans 100 pl de TBE et révélé avec une caméra BioRad
Chemidoc XRS. Le logiciel de quantification ImageLab 3.0 (paramétres SYBR Gold) et ImageJ
ont été utilisés pour traiter les images (Hespeels et al. 2014).

Les échantillons d’especes diverses tels que I’espece H. atacama, R. rotatoria ou A. vaga ont
été obtenus différemment. Les PFGE sur les H. atacama desséchés et les R. rotatoria hydratés
ont nécessité respectivement 1000 et 250 individus par condition. Les conditions hydratées ont
¢té obtenues a partir de boites de pétris qui ont été regroupées dans un eppendorf, fixé par
addition de solution A jusqu’a 1,5 ml et stocké directement a -80°C jusqu'a utilisation. Les
¢chantillons desséchés ont été réhydratés, a 'exception des contrdles séché et des échantillons
fixé des la fin de la radiation. Pour étudier la restauration de 1’intégrité génomique, toutes les
conditions hydratées des deux especes ont ensuite été fixées a des intervalles spécifiques (apres
2 h30, 8 h, 24 h, 48 h et 1 semaine) et stockés a -80°C. Une fois décongelés, les échantillons
ont été centrifugés et les individus compté dans un volume déterminé.

Pour étudier la sensibilité du signal de cette technique, le nombre d’individus 4. vaga déposé
dans les puits a ét¢ modifié. 10, 50 et 100 individus adultes ont été isolés manuellement pour
trois conditions : le contrdle hydraté, un échantillon d’individus irradiés a 500 Gy et un
¢chantillon d’individus d’une semaine post-irradiation. Les différents individus ont été
directement placés dans de la solution A qui, aprés une centrifugation, a été enlevé au maximum
pour en ajouter un volume connu de 35 pl. De la méme maniere, 500 ceufs fixés ont été placés
dans un puits au cours d’une autre PFGE. Une PFGE se concentrant sur la résolution de
fragments de faible taille a été également réalisée afin d’analyser I’intégrité génomique dans
son ensemble. La concentration du gel qui passe a 1% et les paramétres de migration (15 °C ;
6 V/cm, angle de commutation 120° et temps de commutation 1-25 s pendant 24 h avec une
rampe linéaire) étaient deés lors modifié. Le ladder utilisé est le méme que pour les autres PFGE
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Nombre

Espéces Etat Type de Dose d’individus Résolution But
rayonnements .
places par plug
. : 2200-225 Analyse de la
R. rotatoria Hydratés Rayons X 800 Gy 250 Kb sriondl PADR
. 2200-225 Analyse de la
H. atacama | Desséchés Rayons X 800 Gy 1000 Kb réparation de I’ADN
Rayonnement 08 /R
H. atacama | Desséchés d’ions lourds 250-300 1000 2200-225 Mesurfz de l‘mtegrlte
Gy Kb génomique
(Fer)
Rayonnement
H. atacama | Desséchés d’ions lourds 500 Gy 1000 2200-225 , Anglyse de’ la
(Fer) Kb réparation de I’ADN
Rl <945-150 Analyse de la
H. atacama | Desséchés Rayons X 800 Gy 1000 Kb e ol PAIDN
, 2200-225 Analyse de la
A. vaga Hydratés Rayons X 500 Gy 10-50-100 Kb sensibilité du signal
Analyse de la
; - 50 adultes 2200-225 | réparation d’ADN au
A. vaga Hydratés Rayons X 200 Gy - 500 ceufs Kb sein des cellules

germinales

Tableau 2 : Résumé des sept électrophoreses en gel a champ pulsé (PFGE) réalisées avec différents
but et parameétres appliqués.




Figure 13 : Design du simulateur spatial. Ce simulateur peut exposer les échantillons au vide en
appliquant une pression de 107 Pa a l'aide de pompes, aux UV par une lampe solaire au-dessus de la
chambre principale et aux variations de température a l'aide d'un module de refroidissement situé¢ dans
la chambre principale. Les échantillons ont été placés dans le sas et déplacés dans la chambre ou ils
sont maintenus a 'aide de la tige de transfert.

Figure 14 : Module et filtres d’exposition au vide et aux variations de température. (1) Il s’agit du
module en aluminium dans lequel sont placé les réplicas des échantillons. (2) Il s’agit d’un filtre OD4
qui ne laisse passer que 0,01 % d’UVs. (3) 1l s’agit d’un autre filtre de type OD2. (4) Il s’agit d’une
plaque en aluminium qui ne laisse pas passer d’UVs. (5) Cet anneau a été confectionné pour étre
positionné sur les filtres pour éviter le passage d’une concentration non voulue d’UVs au niveau des
bords.



Exposition au vide Exposition aux Temps Nombre
Espéce et aux variations de p UVs d’exposition / Réplicas d’individus exposé
température incubation / incubé
H. atacama Oui Non Un jour 3 30 000
H. atacama Oui Non Une semaine 3 30 000
H. atacama Oui Non Un mois 3 35 000
. . Entre 25 000 et
H. atacama Oui Non Deux mois 6 40 000
Non : Il s’agit d’un . Entre 22 000 et
H. atacama controle placé a 21°C Non Un jour i 30 000
Non : Il s’agit d’un . Entre 22 000 et
H. atacama controle placé a 21°C Non Deux mois 4 30 000
Non : I s’agit d’un . Entre 25 000 et
H. atacama contrdle placé 3 4°C Non Deux mois 6 40 000
Non : Il s’agit d’un
H. atacama controle placé a Non Deux mois 1 34 000
-20°C
H. atacama Oui Oui (0,01 %) Un jour 3 35 000
. . . Entre 35 000 et
0
H. atacama Oui Oui (0,01 %) Une semaine 3 40 000
. . . Entre 35 000 et
V)
H. atacama Oui Oui (0,01 %) Un mois 3 40 000
H. atacama Oui Oui (0,01 %) Deux mois 3 10 000
. Non . Entre 30 000 et
A. vaga Oui Un jour 3 40 000
A. vaga Oui Non Une semaine 3 25000
A. vaga Oui Non Un mois 3 25.000
) . Entre 15 000 et
A. vaga Oui Non Deux mois 4 25 000
Non : Il s’agit d’un . Entre 15 000 et
b I controle placé a 21°C Al R . 30 000
Non : Il s’agit d’un . Entre 15 000 et
A. vaga controle placé a 21°C Non Deux mos 7 30 000
Non : I s’agit d’un . Entre 15 000 et
o VD contrdle placé a 4°C Non Deux mois § 25000
Non : Il s’agit d’un
A. vaga controle placé a Non Deux mois 1 26 000
-20°C
A. vaga Oui Oui (0,01%) Un jour 3 23 000
A. vaga Oui Oui (0,01%) Une semaine 3 18 000
. . . Entre 15 000 et
0
A. vaga Oui Oui (0,01%) Un mois 4 25 000
. Oui (0,01% sans .
A. vaga Oui UvQ) Une semaine 4 30 000

Tableau 3: Résumé de toutes les expositions au vide et aux variations de température subies par deux
especes desséchées, H. atacama et A. vaga ainsi que des contrdles maintenus a différentes
températures. Par exemple, des 4. vaga desséchés ont été exposés au vide, aux variations de
température et aux UVs pendant une période d’une semaine et étaient au nombre de trois patch
contenant chacun une moyenne de 18 000 individus.
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Figure 15 : Vue d’ensemble de I’expérience analysant la présence de carbonylation au sein des
protéines d’A. vaga et d’A. editae aprés une irradiation. 200 000 individus par conditions ont été
collectés et fixé dans de 1’azote liquide. Apres 1’ajout d’une solution de lyse, les protéines étaient
extraite a I’aide de la FastPrep permettant différentes agitations. Le surnageant étaient récupéré et
centrifugé a deux reprises. 5 pl de chaque échantillon ainsi que de 8 standards ont été ajoutés sur une
plaque 96 puits et immergé dans 150 pl de Pierce. Grace a cette analyse BSA, le volume a prélever

pour avoir une certaine concentration a été¢ obtenu et mélangé au premier fluorochrome Cy5-Hz
émettant dans le rouge qui se lie aux groupements carbonyle. La réaction étaient arrétée par ajout de
Tris et de NaBH4. En outre, les fluorochromes non réactifs étaient retirer grace au TCA. Suite a

quelques lavages, le deuxiéme fluorochrome Cy2-NHS qui émet dans le bleu est ajouté ainsi que la
lysine qui stoppe la réaction. Suite a I’ajustement du pH par quelques réactifs, une ¢lectrophorese sur

gel SDS-page est réalisé.



puisque celui-ci offre une résolution de fragments de taille inférieure a 225 Kb. L’ensemble des
expériences de PGFE sont résumées au Tableau 2.

La quantification de I’ADN migré lors de cette PFGE a été réalisée et représentées en graphe a
I’aide du logiciel Image].

2.8 Mise au vide et aux variations de température

L’exposition au vide et aux changements de température sur Terre est permise grace a un
simulateur spatial disponible et congue au laboratoire LARN (UNamur) dans le cadre du projet
Rotifer In Space (RISE) par Richard Coos. Ce simulateur (Fig. 13) permet la simulation de
variations de température, de pression et d’ultraviolets (UVs) sous forme de cycles caractérisés
par une période de 91 minutes (= temps pour que I’ISS fasse le tour de la Terre) avec 40 minutes
de fonctionnement. Le vide est paramétré a une pression constante de 10-7 Pa reproduite a I’aide
d’une pompe a vide qui extrait l'air. Les cycles de la machine sont donc également constitués
de variations de température entre 30° et 45°C qui sont induites par un module de
refroidissement et qui représentent les changements de position que pourrait prendre I’ISS en
fonction du soleil. Et enfin, ils comprennent une exposition des échantillons aux UVs a une
valeur de 100 W/m? représentant le spectre solaire en orbite basse et sont émis par le biais d'une
lampe solaire. Cette exposition aux UVs peut étre modulée par des filtres qui absorbent les
rayons.

Aprées une dessiccation de deux jours, les patchs de rotiféres d’H. atacama et d’A. vaga, ont été
placés séparément dans une sorte de boite de pétri en aluminium (Fig. 14). Le simulateur
pouvait contenir au maximum 6 boites en aluminium et chacune d’elles possédait trois patchs
de dessiccation définis comme des réplicas. Si une exposition uniquement au vide et aux
variations de température est analysée, cette boite sera fermée par un filtre ne laissant passer
aucun rayonnement UV (Plaque en aluminium). Si I’impact des UVs et du vide est exploré¢, le
filtre sera remplacé par un autre ayant une persistance moins élevée aux UVs et ne laissant
passer qu’une certaine concentration de 0,01 % (Filtre OD4). Les échantillons ont été¢ exposés
durant différentes périodes allant de 1 jour a 2 mois. Une fois leur temps d’exposition terming,
ils sont retirés de la machine, préréhydraté pendant une journée a 90% d’humidité dans le
dessiccateur et réhydratés dans 15 ml d’eau de Spa®.

Les contrdles, quant a eux, sont des individus dans un état desséché pendant des périodes d’un
jour et de deux mois. Ils ont été pour la plupart maintenus a une température de 21°C dans un
incubateur en 3 réplicas pour chaque condition. Cependant, différents contrdles desséchés
pendant 2 mois ont été également placés a des températures différentes de 4°C ou -20°C.

Les expositions sur les individus 4. vaga ont été réalisées par J. Berthe. L’ensemble des
expositions sont démontrées au Tableau 3.

2.9 Détection des groupements carbonyles des protéines

Pour effectuer cette technique (Fig 15), 200 000 individus doivent étre collectés par conditions.
Apres leur centrifugation, le culot était fixé dans un bain d’azote liquide. La lyse s’effectuait
grace a un mélange composé de 7880 ul d’H20, 300 ul de Tris-HCI (30 mM pH =7.5), 300 ul
de NaCl (150 mM), 1000 ul de TritonX-100 (1%), 100 ul de IGEPAL (NP-40)(1%), 100 ul de
SDS (0,1%), 200 ul de Glycérol (2%), 0,05 g de Sodium deoxcholate (0,5%), un cachet de
Roche PIC, et en dernier 20 pl de DTT (2 mM) ainsi que 100 pul de PMSF (1 mM) ce qui est
suffisant pour traiter un nombre de 10 conditions. Une fois la solution vortexée, 900 ul du
tampon de lyse a été déposé sur chaque échantillon. Afin de réaliser au mieux la lyse,
I’ensemble était transféré dans des tubes contenant des billes et soumis a une FastPrep
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composée de 9 agitations de 20 secondes a une vitesse de 6 m/s. Entre les agitations, un arrét
de 20 secondes est effectué. Les tubes ont ensuite été troués a leur extrémité inférieure a I’aide
d’une aiguille chauffée pour permettre le passage du lysat lors d’une centrifugation montant
jusqu’a jusqu’a 3000 rpm vers un falcon 15 ml. Le surnageant obtenu était prélevé et centrifugé
a deux reprises pendant 20 minutes a 13500 rpm. Une estimation de la concentration des
protéines était mesurée par 1’analyse BCA (Pierce™) durant laquelle 5 pul de 7 standards de
BSA (de concentration 2 — 1,5-1-0,75 - 0,5 - 0,25 - 0,175 pg/ul) ainsi que 5 pl de chaque
échantillon et d’H20 étaient placés dans une plaque 96 puits. A ces volumes étaient ajoutés 150
ul de réactif Pierce. L’absorbance a ¢été mesurée par un spectrophotométre et grace a la
concentration des standards, la formule de la courbe obtenue fournissait la concentration des
différents échantillons. Les résultats ont été normalisés pour obtenir le volume de lysat a
prélever en fonction des échantillons. Un volume identique a celui du lysat de tampon de
marquage du groupement carbonyl réalisé en assemblant 430 ul d’H20, 50 pl de SDS (1%), 1
ul de EDTA (1 mM pH=8), 18 ul de Sodium acétate (0,1M pH =5,2) et 1 ul de fluorochrome
liant le carbonyle Cy5-Hz (0,5 mM) était prélevé. Aprés une incubation dans le noir a 25°C
sous 500 rpm, la réaction était stoppée en ajoutant 13,75 ul de Tris (2M) et 2,25 ul de NaBH4
(0,2 M). Incubés une seconde fois pendant 10 minutes, différents volumes de TCA
correspondants a 10 % de I’échantillon final ont été ajoutés afin de précipiter les fluorochromes
Cy5-Hz non réactifs. Dans le noir, les échantillons €taient incubés, centrifugés et lavés a trois
reprises avec 200 pl d’ acétate d'éthyle/éthanol (v/v). 6 pl de buffer UTC9231 étaient ajoutés
aux culots séchés sous hotte chimique ce qui a permis de dissoudre le culot et de récupérer les
protéines. Suite a une incubation dans le noir de 2h a 30°C sous agitation de 16 000 rpm, le pH
ont été ajustés en ajoutant 6 pl de Tris-HC1 50 mM (pH = 8.5).

Les protéines en général ont ¢té mises en évidence par un marquage de la lysine par 1 pl du
fluorochrome Cy2-NHS. Un ajustement du pH a été obtenu par 1’ajout de 1 pl de lysine 10 mM
aux conditions incubée depuis 30 minutes a RT. Lors d’une autre incubation de 10 minutes, le
buffer, dans lequel a été placé le gel permettant de réaliser une électrophorése SDS-page, était
préparé avec du BOLT 1x. Les échantillons ont été alourdis par 1’ajout de 3 pl de Bis-Tris 150
mM (pH = 6,8) et de 5 ul de tampon de chargement laemmli (pH = 6,8). Le gel était chargé
avec 6 ul de ladder et 20 ul par échantillons qui migraient ensuite pendant une heure avec les
parametres suivant : 120 V, 400 mA et 8 W. La longueur d’onde émise par les fluorochromes
est capturée par I’appareil d’imagerie Chemidoc. L’imagerie du gel a été traitée par le logiciel
Imagel] car il affiche séparément l'intensité fluorochrome Cy2-NHS qui émet dans le bleu et
celle du fluorochrome Cy5-Hz qui émet dans le rouge. Pour normaliser le taux de carbonylation
en fonction des différentes concentrations de protéines, un ratio a été réalisé entre les données
numeériques obtenues apres quantification de 1’intensité des bandes du gel. Les résultats obtenus
pour chaque condition ont alors ¢été¢ normalisés en fonction du contrdle de I’espeéce concernée
et présentés en pourcentage.

Les deux espéces qui ont ét¢ utilisées sont I’espece A. vaga et I’espéce A. editae. Les conditions

étudiées correspondaient a I’irradiation de ces especes a 100, 500, 1.500 Gy ainsi qu’un controle
non irradié (utilisé deux fois pour les A. vaga).

2.10 Elaboration d’un protocole pour I’isolation d’ceufs au stade précoce

Environ 60 000 A. vaga (I’équivalent de 3 boites de pétris) ont été collectés grace a une
alternance de vortex et de centrifugations dans un volume final de 10 ml qui sera transféré vers
une boite de pétris small (Fig 16). L’ensemble de ces individus sont irradiés a une dose de 500
Gy, nourris avec 200 pl de jus de salade et stocké dans un incubateur paramétré a 25°C pendant
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Figure 17 : Moule permettant la création de puits plus spécifique. Ce moule est posé au-dessus de la
plaque multi-puits contenant de 1’agarose 2% dans chacun des puits. La formation de ces puits
nécessite une heure de polymérisation sous hotte a flux laminaire.

20pm

Figure 18 (Ricci Claudia and Boschetti Chiara. 2003): Illustration du développement du
Macrotrachela quadricornifera. Les diftérents stades de division cellulaire ont été mise en évidence.
Cette fluorescence était utilisé¢ pour confirmer que les ceufs observés étaient a des stades précoces,
c’est-a-dire inférieur a 33 cellules.



2 jours. Le troisieme jour, ils ont été répartis dans plusieurs boites et chacune d’elles était
boostée par 1’ajout d’un volume de 1 ml de jus de salade et par leur positionnement a une
température de 21°C. 1 ou 2 mL d’individus prélevés dans une des boites a ¢ét¢ déposé dans une
autre boite contenant 15 ml d’agarose 2% qui diminue leur adhésion et permet un prélevement
simplifié.

Le cinquieme jour, les clones en oogenese ont été isolés a 1’aide d’un microscope optique a
fond claire vers une plaque multipuits. Chaque puit avait précédemment été rempli par 2 ml
d’agarose LMP 2 % et moulés pour faire un puit plus spécifique afin de concentrer les individus
(Fig 17). Une fois polymérisé, 4 a 6 individus possédant deux ceufs en priorité étaient places
dans chaque puits dans un nombre total de 10 plaques multipuits. Tous les puits ont été
recouverts de 50 pl d’un mélange de 30 ml de Combo et de 1 ml de jus de salade.

Pendant I’isolation des meres, des ceufs ont pu étre pondus a différents temps de la journée.
Cependant, pour obtenir des ceufs a des stades précoces (avec un nombre de divisions cellulaires
réduit), il faut qu’ils soient isolés a des périodes de temps synchronisés. Ainsi, suite a 1’isolation
des meres, les premiers ceufs pondus a des périodes de temps non synchronisés ont été prélevés
et éliminés.

Toutes les trois heures, les nouveaux ceufs pondus ont été isolés aprés une vérification de leur
stade de division. Pour confirmer que le stade de développement était bien précoce, chaque ceuf
¢tait observé au microscope inversé et devait présenter un nombre de cellules inférieures a 33
comme illustré dans une imagerie en fluorescence d’une autre espeéce, Macrotrachela
quadricornifer (Fig 18). Si le stade était plus tardif, les ceufs étaient éliminés. Les ceufs de stade
précoce étaient alors prélevés a I’aide du microscope a fond clair et immergés dans 30 pl de
solution A de fixation stoppant leur développement. Une centrifugation a vitesse maximale
d’une minute a permis d’enlever le surnageant et de confirmer I’absence d’adulte apres vérifier
par un microscope optique. 567 ceufs ont finalement été isolé apreés vérification toutes les 3
heures pendant deux jours et deux nuits et stockés a -80°C.

Le protocole différait pour la réalisation des controles. Pour le contrdle positif, les ceufs
synchronisés ont été isolés et irradiés a la fin de la manipulation. Les deux nuits I’ont pas été
reproduites donc chaque matin, les ceufs non synchronisés sont prélevés 18 heures apres la
dernicre isolation d’ceufs et mit a part. Comme controle négatif, ces ceufs non synchronisés non
irradiés ont été utilisés. Par la suite, toutes ces conditions ont été utilisées pour une PFGE.
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Figure 19 : Taux de survie (%) illustré par un box-plot (A) et de fertilité (%) (B) des Rotaria rotatoria
hydratés irradiés a des doses croissantes de rayons X. (A) ® = données extrémes ; — = médiane (autant
de valeur supérieures qu’inférieures) ; | = maximum et minimum de données. Le « 0 » correspond au
échantillons hydratés non exposés. Les lettres représentent les différences significatives entre les
groupes (valeur P < 0,05). (B) Graphe permettant de calculer la SD50, dose a laquelle 50 % des
individus sont stériles, en fonction des données expérimentales.
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Figure 20 : Taux de survie (%) illustré par un box-plot (A) et de fertilité (%) (B) des H. atacama
desséchés irradiés a des doses croissantes de rayons X. (A) ® = données extrémes ; — = médiane
(autant de valeur supérieures qu’inférieures) ; | = maximum et minimum de données. Le « 0 »
correspond au échantillons hydratés non exposés. Les lettres indiquent les différences significatives
entre les groupes (valeur P < 0,05). (B) Graphe permettant de calculer la SD50, dose a laquelle 50 %
des individus sont stériles, en fonction des données expérimentales.




II1. Résultats

3.1 Impact de ’exposition aux rayons X sur les rotiféres bdelloides

3.1.1 Survie de I'espéce R. rotatoria, sensible a la dessiccation, face a 1000 Gy de RX
mais impact important au niveau reproductif

R. rotatoria est une espece précédemment décrite comme non résistante a la dessiccation (Ricci
1998). Cette espece a pu étre trouvée et identifiée dans une mare (voir matériels et méthodes).
Dans un premier temps, la capacité de résistance a la dessiccation a été évaluée suivant le
protocole de dessiccation décrit par Hespeels et al., 2014. Aprées 48h de dessiccation, aucun des
individus isolés dans I’environnement n’ont été capable de se réactiver apres réhydratation. Les
R. rotatoria étant incapables de survivre a la dessiccation, la radiorésistance de ces individus a
donc été évaluée uniquement sur des spécimens hydratés. Comme cela a été publié¢ dans une
¢tude précédente (Hespeels et al., 2020), la radiorésistance de R. rotatoria a été évaluée sur
base de la survie des individus 48h apres 1’irradiation aux rayons X (Fig. 19A). Deuxiémement,
la fertilité, soit la capacité des individus a produire une descendance viable sur plusieurs
générations, a été évaluée apres 1 mois (Fig 19B).

Chez les individus contrdles, non irradiés, isolés et cultivés individuellement dans un puit (voir
matériels et méthodes), le taux de survie moyen aprés 48h s’élevait a 94,4 % (Déviation
standard : SD + 2,76 %). La survie a été évaluée apres une exposition a 25-50-100-175-250-
500-750-1000 Gy. Il n’y a pas eu de différence significative du taux de survie pour les
¢chantillons exposés par rapport au contrdle et entre eux (Fig. 19A ; groupe a). En effet, a 1000
Gy, le taux de survie était toujours de 98,8 % (SD + 0,01 %). La variation observée entre les
différentes expositions représente la variation liés aux échantillons biologiques.

Dans un second temps, la fertilité des rotiféres R. rotatoria a été évaluée. Des individus non
irradiés ont un taux de fertilit¢ moyen de 82% (SD + 5,93%) dans les conditions de culture
définies (voir matériels et méthodes). Aucune diminution majeure de la fertilité n’est observée
jusqu’a 100Gy. Cependant, aucun des R. rotatoria exposés a 250 Gy ou plus n'ont été capable
de produire plus de trois individus et ont €té catégoris€ comme stérile. La dose minimale
nécessaire pour stériliser 50 % de la population irradiée (SD50) a été évaluée a 137 Gy (£ 7
Gy). Enfin, la fertilité¢ a été¢ évaluée en rapportant la taille de la population produite par un
individu un mois apres son isolation (Suppl Fig 1). La méme tendance a alors été observée.
Apres 250 Gy, un nombre maximum de 2 individus par puit a été mesuré.

3.1.2 Radiorésistance similaire au RX entre H. atacama, résistante a la dessiccation
et isolée dans le désert de I’Atacama, et A. vaga

La radiorésistance de 1’espéce R. rotatoria, sensible a la dessiccation et vivant constamment
hydratée, a ét€¢ comparée a celle de I’espece H. atacama. Cette espece a €té isolée d’une plante
dans I’'un des environnements les plus extrémes de la planéte, le désert d’Atacama.
Premiérement, la radiorésistance de cette espece desséchée a d’abord été évaluée par la mesure
de la survie 48 heures aprés I’irradiation a des doses croissantes de rayons X (Fig. 20A). Les
expériences de dessiccation sur des individus desséchés 48h et non irradiée ont permis de
définir une survie moyenne de 95,35 % (SD + 5,28 %). Il n’y a pas eu de différence significative
du taux de survie pour les échantillons exposés a des doses croissantes de rayons X (Fig. 20A ;
groupe a). Ainsi, les échantillons irradiés a 2000 Gy présentaient un taux de survie de 99,4 %
(SD £ 0,38 %). Il y a donc pas eu d’effet de la dose de rayonnement sur la survie de ces
individus.
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Figure 21 : Cinétique de réparation de I'ADN de R. rofatoria hydraté (A) et de H. atacama desséché

(B) qui ont été irradiés avec 800 Gy de rayons X. La premiére voie des deux PFGE correspond aux

chromosomes de S. cerevisiae. La deuxiéme voie correspond au contrdle hydraté des deux espéces. De

plus, il existe des individus témoins desséchés pour 1’espece H. atacama. Les autres voies

correspondent a des individus irradiés et fixés a des moments différents. Les graphes représentent

I’intensité du SyberGold pour chaque bandes.




Ensuite, leur fertilité a ét¢é mesurée en évaluant leur capacité de démarrer une nouvelle
population un mois suivant I’irradiation (Fig. 20B). Les rotiféres non irradiés possédaient un
taux de fertilité¢ de 93,6 % (SD £ 5,7 %) dans les conditions de cultures. Il n’y a pas eu de
diminution importante entre les échantillons irradiés jusqu’a des doses de 500 Gy. Cependant,
elle commengait a diminuer pour les individus irradiés a 1000 Gy. Le nombre d’individus
irradiés a 1000 Gy pouvant engendrer une population variait fortement avec un taux de fertilité
moyen de 59,4 % et une déviation standard de + 22,12. La stérilité de H. atacama a été observée
a 1500 et 2000 Gy puisque ces individus irradiés ne produisaient plus de population. La dose
de rayons X nécessaire pour stériliser 50 % de la population a été calculée a 1063,42 Gy (*
17,78 Gy). Cette SD50 est assez similaire a celle obtenue chez 4. vaga (voir discussion).

Les individus irradiés qui n’arrivaient pas a recréer une population n’ont pas forcément arrété
de pondre des ceufs. A partir de 1500 Gy, un nombre important d’ceufs ont été pondus mais ne
parvenaient pas a effectuer un développement embryonnaire complet (Suppl Fig. 2).

3.1.3 Cinétique de réparation similaire chez ces deux espéces apreés une irradiation
aux RX de 800 Gy

En utilisant une électrophorese en gel a champ pulsé, nous voulions déterminer si la sensibilité
a la dessiccation du R. rotatoria pouvait étre une conséquence de I’absence ou d’une diminution
de l’efficacit¢ du mécanisme de réparation de ’ADN au sein des cellules somatiques.
L’intégrité génomique du R. rotatoria hydraté a été analysée ainsi que celle du H. atacama
desséchés pour comparer si les réparations d’ADN étaient distinctes face a une espece résistante
a la dessiccation. La perte de I’intégrité génomique a été induite par des cassures doubles brins
générées par une exposition aux rayons X de 800 Gy. La cinétique de la réparation d’ADN était
¢valuée par la disparation des fragments de tailles réduites au profit de la réapparition de ceux
de grandes tailles. Ce réassemblage était alors mesuré en fonction du temps suivant I’irradiation
pour les individus hydratés ou la réhydration pour les individus desséchés. Le méme nombre
d’individus se trouvait dans chaque puits.

Le génome chez les individus R. rotatoria hydratés non irradiés (Fig. 21A ; voie 2) était
caractérisé par des fragments de grandes tailles qui restaient dans le puit. Peu de fragments
d’ ADN migraient pour donner un signal de faible intensité a environ 2200 kbp. Suite a une dose
de 800 Gy, le génome a été fragmenté en plus petits morceaux ayant une taille comprise entre
225 et 1000 kbp (Fig.21 A ; voie 3). La cinétique de réparation d’ADN a été évaluée durant 48
heures apres 1’exposition aux rayons X. Apres 2h de réparation, des fragments réduits d'ADN
¢taient encore visibles ainsi que des fragments de taille >1000 kbp (Fig. 21A ; voie 4), ce qui
reflétait un potentiel mécanisme de réparation des cassures double brins. Au fur et a mesure
que la cinétique de réparation se poursuivait (jusqu'a 48h), nous pouvions observer une
accumulation des fragments de 2200 kbp (Fig. 21A ; voie 5-7) ainsi qu’une persistance des
fragments de 225 a 750 kbp.

Concernant la cinétique de réparation d’ADN chez I’espéce H. atacama, les individus hydratés
présentaient également des fragments de grandes tailles essentiellement restés dans le puit.
L'intensité du signal des fragments d'ADN de > 2200 kbp chez les individus desséchés avait
augmenté par rapport a ceux des individus hydratés (Fig. 21B ; voie 3). Les individus desséchés
exposés a 800 Gy présentaient des fragments d’ADN de taille < 1000 kbp (Fig. 21B ; voie 4).
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Figure 23 : Taux de survie (%) et de fertilité (%) illustré par un box-plot des H. atacama (A) (Vert) et
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qui n’ont pas été irradiés. Les lettres indiquent les différences significatives entre les groupes (valeur P

<0,05). aoub=H. atacama ; aoub = 4. vaga.




Méme 2 heures apres ’irradiation, aucun fragment d’ADN de taille > 2200 kbp n'a été signalé.
Cependant, des fragments de taille plus élevés étaient tout de méme visibles (entre 750 et 1125
kbp). Les fragments de taille 2200 kbp ont commencé a étre restaurés 8h apres irradiation et
réhydratation (Fig. 21B ; voie 6). La restauration de ces fragments se poursuivait avec le temps
(Fig. 21B ; voie 7-9). Aprés une semaine, un certain nombre de fragments d’ADN de taille
inferieure ont persisté (Fig. 21B ; voie 9). Une cinétique identique a été observée précédemment
chez A. vaga dans des conditions similaires (Hespeels et al. 2020).

Cette premiere PFGE effectuée sur des individus H. atacama présentait une résolution entre
255 a 1125 kbp. Un deuxiéme protocole de PFGE a été réalisé dans le but de donner une
résolution centrée sur des fragments de 48,5 -727 kb. Cette PFGE va nous permettre d’évaluer
si la réparation d’ADN pouvait réassembler des fragments de plus petites tailles. Les
¢chantillons utilisés d’H. atacama pour cette nouvelle PFGE étaient les mémes conditions que
celles observées au niveau de la figure 21B pour avoir une comparaison adéquate. Les individus
hydratés ne présentent qu’un nombre réduit de fragments de grandes tailles (> 954 kbp) (Fig.
22 ; voie 2) alors que les individus desséchés avaient un nombre de ces fragments plus
importants ainsi que des fragments de taille <225 kpb (Fig. 22 ; voie 3). Apres une irradiation
de 800 Gy, beaucoup plus de fragments de taille < 225 kpb étaient observés ce qui perdure
apres 2 heures (Fig. 22 ; voie 4-5). Apres 8 heures et jusqu’a une semaine, les fragments de
tailles réduites diminuaient a ’inverse des fragments de taille > 954 kbp qui augmentent de
nouveau (Fig. 22 ; voie 6-9). Les résultats observés renseignaient une cinétique similaire a celle
obtenue précédemment avec des fragments de taille réduite qui persistent.

3.2 Impact de ’exposition aux ions lourd tels que le Fer sur les rotiféres
bdelloides

3.2.1 Survie et fertilité plus persistante face aux ions Fe chez les H. atacama par
rapport aux A. vag

Dans le cadre de ce mémoire, des individus desséchés de 1’espece H. atacama et de 1’espece A.
vaga ont pu étre irradiés a des doses croissantes de Fe au GSI (Helmholtz Centre for Heavy lon
Research). Cette expérience a pour objectif de comparer la réponse biologique des H. atacama
exposée a deux types de radiations respectivement les rayons X caractérisés par un LET faible
et les ions Fe caractérisés par un LET élevé. Tout comme lors de 1’exposition aux RX, la
radiorésistance a ¢été évaluée sur base de la survie et de la fertilité¢ de ces individus irradiés. Il
est important de préciser que cette irradiation a été réalisée a I’étranger. De ce fait, certains
individus desséchés sont restés au laboratoire alors que d’autres ont été transportés, mais non
irradiés. Cela a permis de s’assurer que les cassures doubles brins n’étaient pas dus au transport.

Tout d’abord, 48 heures apres réhydratation, la survie a ét€¢ mesurée chez les individus H.
atacama (Fig 23A). Les individus hydratés et maintenus au laboratoire présentaient un taux de
survie moyen 98 % (SD + 0,2 %) dans les conditions de culture, ce qui était similaire a celui
des individus transportés, mais non irradiés qui €tait de 97,2 % (SD = 1,2 %). [In’y a pas eu de
différence significative entre les échantillons irradiés et desséchés (Fig. 23A ; groupe a). En
effet, a 500 Gy, le taux de survie était maintenu a 96% (SD + 1%). Il n’y a pas eu d’impact
significatif de ce type de rayonnements sur cette espéce. Cependant, cette stabilité du taux de
survie n’a pas été pas maintenue pour les individus 4. vaga. Les individus desséchés et non
irradiés présentaient un taux de survie de 92 % (SD + 3,18 %) en condition de laboratoire et 93
% (SD £ 1,7 %) pour ceux transportés. Une irradiation aux ions lourds a fait diminuer
significativement le taux de survie jusqu’a 73 % (SD * 3,5 %) pour la dose la plus importante
de 500 Gy (Fig. 23A ; groupe a - b).
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Figure 24 : Etude de Iintégrité génomique (A) et de la cinétique de la réparation d’ADN durant une
semaine (B) des individus H. atacama desséchés suite a une irradiation au ions Fe grace a une PFGE.
Le ladder utilisé est composé de chromosomes de S. cerevisiae. (A) L’état du génome est observé chez
des conditions contrdles, tels que des individus hydratés et desséchés ainsi que chez des individus
ayant subi une dose de 250 et 500 Gy d’exposition au Fer. (B) Apres une irradiation de 500 Gy, la
capacité de réparation de I’ADN est mesurée chez I’espéce H. atacama.




Ensuite, un mois apres I’irradiation, la capacité de se reproduire malgré les dommages causés
par ce type d’exposition a été mesurée (Fig. 23 B). La fertilité des individus H. atacama restait
stable entre les individus non irradiés qu’ils soient restés au laboratoire ou qu’ils aient été
transportés. Il n’y a pas eu de différence significative de la capacité de reproduction entre les
individus non irradiés et ceux exposés a 250 et 500 Gy a laquelle ils présentaient une survie de
83,8 % (SD £ 10,1 %). Pour les individus 4. vaga, une diminution du taux de fertilité¢ en
fonction de la dose était observée. En comparaison avec les individus desséchés qui présentaient
une capacité de reproduction de 96 %, le taux de fertilit¢ des individus 4. vaga irradié a 500
Gy chute significativement a 29,4 % (SD + 3,4 %) (Fig. 23 B; groupe a - b). La stérilité des
deux especes n’a pas ¢€té atteinte a ces doses testées, car les individus irradiés étaient toujours
capables d’engendrer une descendance.

3.2.2 Réparation rapide et similaire de l'intégrité génomique chez I'espéece H.
atacama apreés une irradiation de 500 Gy aux ions Fer

Ces rayonnements a haut LET sont plus nocifs pour les cellules a cause des dommages qu’ils
induisent. Ils pourraient donc avoir un impact sévere sur le génome ou sur ’efficacité du
mécanisme de réparation d’ADN. Pour évaluer la perte de I'intégrité du génome face a des
doses de 250 Gy et 500 Gy de Fe, une premi¢re PFGE a été réalisée sur le méme nombre
d’individus H. atacama desséchés. Ensuite, une deuxiéme PFGE a été faite sur base des mémes
échantillons dans le but d’analyser la cinétique de la réparation d’ADN.

Tout d’abord, cette premiere PFGE (Fig. 24A) a révélé des fragments de grandes tailles (>
2.200 kbp) pour les individus hydratés (Fig. 24A ; voie 2). Les individus transportés et non
irradiés étaient similaires et présentaient un nombre élevé de ces fragments de grandes tailles
(Fig. 24A ; voie 3-4). L’apparition des fragments de petite taille (de 225 kbp a 750 kbp) était
proportionnelle a la dose. Ils étaient donc plus importants apreés une exposition a 500 Gy (Fig.
24A ; voie 5).

Deuxiémement, la cinétique de réparation de I’ADN était analysée (Fig. 24 B). Les individus
hydratés présentaient un génome avec un nombre élevé de fragments de grandes tailles > 2.200
kbp (Fig. 24B ; voie 2). Ce signal était encore plus intense chez les individus desséchés et
transportés (Fig. 24B ; voie 3). Les individus irradiés aux ions Fe présentaient beaucoup de
fragments de taille réduite entre 225 & 1000 kbp, comme cela a ét¢ montré précédemment (Fig.
24B ; voie 4). Apres 2h, leur nombre était déja réduit alors que les fragments de taille > 2.200
kbp étaient de nouveau présent (Fig. 24B ; voie 5). Cette tendance semblait se confirmer au
cours du temps car aprés une semaine, les fragments de taille > 2.200 kbp étaient plus nombreux
(Fig. 24B ; voie 9). Une restauration de cette intégrité génomique, méme apres une irradiation
aux 1ons lourds, était alors observée ainsi que la persistance de fragments de faible taille.

3.3 Impact de D’exposition au vide, aux variations de température et
optionnellement aux UVs sur les rotiféres bdelloides

Ce mémoire a également pour objectif de préparer a la mission Rotifer-A qui enverra en dehors
de I’ISS, différentes espéces de rotiferes bdelloides. Ainsi, nous avons simulé les conditions
spatiales auxquels seront soumis ces rotiferes pour évaluer quelle espéce serait capable de
supporter un environnement aussi extréme. H. atacama, étant I’espéce étudiée ici, a été
s¢lectionnée pour étre exposée a long terme au vide, aux variations de température et
sélectivement aux UVs. Ces données ont été comparés a celle de I’espece A. vaga, ’espéce de
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Figure 25 : Taux de survie (%) illustré par un box-plot des H. atacama (Jaune) et des A. vaga (Vert)
desséchés pendant une période de 2 mois et stockés a des températures différentes.
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Figure 26 : Taux de survie (%) illustré par un box-plot des H. atacama (A) et des A. vaga (B)
desséchés exposés au vide et aux variations de température pendant différentes périodes. La quasi-
totalité des H. atacama sont morts apres 2 mois a I’inverse des A. vaga qui montrent une survie plus
importante. Les lettres indiquent les différences significatives entre les groupes (valeur P < 0,05).



référence, aussi soumise a ces conditions simulées. Ces especes desséchées ont été placées dans
le simulateur paramétré pour cette mission (voir matériels et méthodes). De nouveau, leur
résistance a ces conditions spatiales ont été évaluée par la mesure de leur survie et de leur
fertilité apres un temps d’exposition variable.

3.3.1 Survie des H. atacama et A. vaga dans un état desséché pendant 2 mois

Tout d’abord, avant de réaliser ces mesures, H. atacama et A. vaga ont été desséchés pendant
deux mois qui est la plus longue période d’exposition, et cela dans le but d’affirmer que les
possibles diminutions de survie observées ne seront pas des conséquences de la dessiccation,
mais I’impact des conditions spatiales simulées. Ces contréles ont donc ¢galement permis de
mesurer la survie et la fertilité¢ des individus desséchés a long terme.

Ces deux especes de rotiféres ont subi une dessiccation sur une période de 48h et ont ensuite
été stockées a une température de 21°C, 4°C et -20°C pendant une période de 2 mois. La survie
de ces deux especes a été¢ mesurée avec réhydratation (Fig. 25). La survie des individus H.
atacama desséchés pendant un jour était de 98,2% (SD =+ 0,5 %) alors que, aprés 2 mois dans
un état desséchés a 21° C, la survie des H. acatama a diminué a 16,84 % (SD + 13,92 %). Quant
aux A. vaga desséchés, aucun n’était vivant aprés deux mois a 21°C. Lorsque les H. atacama
et A. vaga desséchés étaient stockés a 4°C pendant deux mois, le taux de survie était resté stable.
Il a été évalué respectivement a 99,7 % (SD + 0,08 %) et de 82,7 % (SD + 6,1 %). Une survie
importante était également observée pour les H. atacama et A. vaga desséchés pendant 2 mois
a -20°C et était évaluée respectivement a 99,4 % et a 96 %.

La fertilité des contrdles a été explorée en vis-a-vis des données d’expositions obtenues et sera
présentée par la suite.

Le controle, qui est généralement utilis€é dans les comparaisons avec les conditions
expérimentales, est caractérisé par un stockage a 21°C comme les conditions de culture, mais
pour celles de longues durées, les controles a 4°C ont été sélectionnés.

3.3.2 Persistance de I'espéce A. vaga aprés 2 mois d’exposition au vide et aux
variations de température

Comme indiqué précédemment, la survie et la fertilité de ’espece H. atacama et A. vaga ont
¢été évaluées apres des expositions au vide et aux variations de température a des temps variables
de un jour, une semaine, un mois et deux mois. Pour cette expérience, les UVs n’ont pas été
appliqués, mais occultés a I’aide d’un filtre. Les échantillons étaient d’abord soumis & une
dessiccation de 48h pour étre ensuite placé dans une capsule en aluminium qui restera dans le
simulateur pour une période déterminée.

Premicrement, la survie des rotifeéres bdelloides exposés aux conditions spatiales simulées a été
mesurée. Face au vide et aux variations de température, la survie diminuait avec le temps
d’exposition. Cette capacité de survivre variait en fonction de I’espece. La survie globale était
supérieure pour les H. atacama (Fig 26 A). Par rapport aux individus desséchés pendant une
journée avec une survie moyenne respective de 98 % (SD + 0,5 %), les individus desséchés
exposés pendant une semaine ont montré une diminution significative de la survie (Fig. 26A ;
groupe a - be). Cette survie restait stable aprés un mois puisque les individus présentaient une
survie moyenne de 87% (SD+ 13,4 %). Apres 2 mois passés dans ces conditions spatiales
simulées, une petite centaine d’H.atacama ont survécu. Le taux de survie final observé était de
0,5 % (SD + 0,37 %).
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Figure 27 : Capacité de reproduction (%) illustré par un box-plot des H. atacama (A) et des A. vaga
(B) desséchés exposés au vide et aux variations de température pendant différentes périodes. La quasi-
totalité des H. atacama sont morts apres 2 mois a I’inverse des 4. vaga qui montrent une survie plus
importante. Les lettres indiquent les différences significatives entre les groupes (valeur P < 0,05).
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Figure 28 : Taux de survie (%) illustré par un box-plot des H. atacama (A) et des A. vaga (B)
desséchés exposés au vide, aux variations de température et aux UVs pendant différentes périodes.
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Cependant, la persistance dans le temps était meilleure pour 4. vaga (Fig 26 B). Les individus
A. vaga desséchés pendant un jour, mais non exposés présentaient une survie ¢levée de 95,7 %
(SD + 1,2 %) qui diminuaient légerement aprés 2 mois passés desséchés a 82,7 % (SD = 6,1
%). Aprés une semaine d’exposition, les individus 4. vaga desséchés présentaient un taux de
survie significativement réduit de 36,7 % (SD + 8,3 %) par rapport au contrdle desséché pendant
un jour (Fig. 26B ; groupe a - bc). Les individus survivaient de moins au moins face au temps
d’exposition. Apres deux mois, la survie a chuté significativement a 22,3 % (SD + 11,6 %) mais
des individus vivants étaient encore présents (Fig. 26B ; groupe a - bc).

3.3.3 Capacité de reproduction maintenue aprées 2 mois d’exposition au vide et aux
variations de température pour les deux espéces

Deuxiemement, la capacité de se reproduire suite a une exposition au vide et aux variations de
température chez H. atacama et A. vaga a ét€¢ mesurée (Fig 27). Une diminution de la fertilité
était observée pour les deux especes plus le temps de I’exposition était important.

Les individus H. atacama desséchés pendant un jour présentaient un taux de fertilité moyen de
96,48 % (SD + 2,27 %) (Fig 27A). Il n’y a pas eu de différence significative de la capacité de
reproduction chez ces individus exposés jusqu’a une période d’une semaine qui était estimée a
92,7 % (SD + 6,7 %). Aprés un mois, le taux de fertilit¢ moyen a diminué significativement a
50 % et s’était maintenu au méme pourcentage apres 2 mois d’exposition (Fig. 27A ; groupe a
- b). Les écarts-types étaient élevés apres un et deux mois d’exposition et étaient respectivement
de + 19,7 % et 23,3 %. La stérilité n’a pas été atteinte pour les H. atacama apres des périodes
de longues expositions puisque certains individus continuaient d’engendrer une population.
Cette stérilité n’a pas non été plus atteinte par les individus 4. vaga. Les individus 4. vaga
desséchés pendant un jour présentaient un taux de fertilit¢ moyen de 98,1 % (SD + 2,1 %) (Fig
27B). Une différente significative entre ces individus desséchés et les individus exposés
pendant une semaine et deux mois a été observé (Fig. 27B ; groupe a - be - ¢). Ces derniers
présentaient une survie respective de 89,9 % (SD + 4,4 %) et de 66,6 % (SD + 11 %).

3.3.4 Persistance de I'espéce H. atacama aprés un mois d’exposition au vide, aux
variations de température et aux UVs

Toujours dans le but d’évaluer I'impact de I’environnement spatial sur les especes
s¢lectionnées, les rayonnements solaires ou UV (représentant tous les types d’UVs : UVA,
UVB, UVC) ont ét¢ ajouté. Cette association est importante, car généralement les effets
d’expositions sont étudiés indépendamment les unes des autres. Nous allons étudier ici I’effet
de la superposition d’expositions sur les espéces H. atacama et A. vaga. Des résultats
préliminaires ont montré I’absence de survie aprés 1’exposition d’'une monocouche d’A4. vaga
aux UVs reproduits par le simulateur. Les expériences ultérieures ont donc été réalisées a I’aide
d’un filtre UV ne laissant passer que 0.01% du flux lumineux.

De nouveau, les échantillons ont subi une dessiccation de 48 heures pour étre ensuite soumis a
différents temps d’exposition aux conditions spatiales simulées. La survie de ces individus a
été alors mesurée 48h apres réhydratation (Fig 28). L'ajout d'UVs a une concentration de 0,01%
induisait une diminution plus importante et plus rapide de la survie pour les deux especes. Les
individus H. atacama desséchés pendant un jour présentaient une survie moyenne de 98,3 %
(SD + 0,5 %)(Fig 28A). Le taux de survie restait majoritairement stable méme deux mois
desséchés. Aprés une semaine, les individus exposés aux UVs présentaient un taux de survie
moyen de 51,3 % avec un écart-type élevé de + 38,1. D’autre réplicas seront alors nécessaire
pour préciser ces données. Apres un mois, le taux de survie avait diminué significativement a
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Figure 29 : Capacité de reproduction (%) illustré par un box-plot des H. atacama (A) et des A. vaga
(B) desséchés exposés au vide, aux variations de température et aux UVs pendant différentes périodes.
Aprés un mois, tous les A. vaga étaient morts donc la fertilité n’a pas su étre obtenues. Les lettres
indiquent les différences significatives entre les groupes (valeur P < 0,05).



7,4 % par rapport aux H. atacama desséchés (Fig. 28A; groupe a et ¢). Cependant, aucun des
individus exposés pendant 2 mois n’a survécu.

Les individus 4. vaga ont été plus impactée par 1’exposition supplémentaire aux UV (Fig 28B)
puisque la survie aprés un jour d’exposition avait déja diminué significativement a 24, 6 % (SD
+ 2,5 %) par rapport aux individus desséchés pendant un jour qui présentaient une survie de
95,7 % (SD £ 1,2 %) (Fig. 28B ; groupe a - bc). La survie diminuait encore apres une semaine,
car seules quelques centaines d’individus desséchés ont survécu, réduisant d’autant plus la
survie a 0,37 % (SD £ 0,67 %). Un mois d’exposition a ét¢ fatal a tous les individus 4. vaga.

3.3.5 Capacité de reproduction maintenue pour les deux espéces H. atacama et d’A.
vaga

De nouveau, la capacité de se reproduire est mesurée aprés une exposition au vide, aux
variations de température ainsi qu’aux UV. L’effet a long terme des UVs sur la fertilité a été
mesuré dans le but de savoir si la plupart des mécanismes de résistance sont maintenus. L’ajout
d’UV nous permettra de savoir également si certains stress peuvent engendrer des réponses
spécifiques.

Une diminution de la capacité de reproduction chez les H. atacama proportionnellement avec
la durée des expositions (Fig. 29) a été observée. En effet, a partir d’un taux de fertilité de 96,48
% (SD £ 2,3 %) et 98,5 % (SD £ 1 %) pour les individus H. atacama desséchés aprés un jour
et deux mois, la capacité de reproduction avait diminué significativement a 42,2 % apres une
semaine d’exposition combinée aux UVs (Fig. 29A ; groupe ab - a - ¢). La variabilité entre les
taux de survie des trois réplicas était importante puisqu’elle est mesurée a £ 32,4 %. Il en va
de méme pour les individus exposé€s durant un mois qui présentaient un taux de survie moyenne
de 38,3 % mais une variabilité trop importante de + 21,6 %.

A Pinverse, le taux de fertilité des A. vaga a la suite d’exposition au UV pendant un jour et une
semaine restait importante et constante (Fig. 29B). La capacité de reproduction des individus
desséchés pendant un jour a été évaluée a 98,1% (SD = 2,1 %) et diminuait significativement
pour les individus desséchés pendant une période a longue terme de 2 mois (Fig. 29B ; groupe
a—b). Apres une semaine, un des trois réplicas des individus exposés aux UV's ne présentaient
aucun individu vivant. Le deuxiéme présentait uniquement trois individus vivants qui sont
morts deux semaines plus tard. Seul le dernier réplicas présentait le nombre adéquat de 60
individus vivants isolés dont la fertilité aprés un mois a été mesurée et valait 96,6%. Cependant,
ce résultat doit étre confirmé puisque la fertilité n’est mesurée que sur un réplica. La capacité
de reproduction des individus exposés aprés un mois n’a pas été évaluée puisqu’aucun individu
n’avait survécu.

3.4 Impact de ’irradiation aux rayons X : évaluation de la carbonvlation des
protéines

La dessiccation et les radiations induisent des dommages au niveau cellulaire. Parmi ces
dommages, 1’oxydation des protéines, telle que la carbonylation, est potentiellement un
dommage fondamental qui peut avoir des conséquences importantes sur les cellules. Le but de
cette expérience est donc de tester si une espeéce sensible aux radiations accumule plus de
groupements carbonyles qu’une espece résistante. Ceci nous permettrait de confirmer le role de
I’oxydation dans la sensibilit¢ a la radiation de certaines especes. Les résultats précédents
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Figure 30 : Analyse de la présence de carbonylation sur les protéines des 4. vaga et A. editae irradiés
a différentes doses. (A) Illustration de ’imagerie du gel avec un bleu correspondant aux protéines en
général et le rouge a la carbonylation sur les chaines latérales des protéines. (B) Les valeurs de
I’intensité de la fluorescence montrant la carbonylation et les valeurs du taux de fertilité observés chez
ces mémes individus soumis aux mémes doses sont mises en paralléle pour étudier une corrélation des
résultats.




montrent que méme si R. rotatoria, radiosensible, répare son ADN, cette espece est néanmoins
rapidement stérilisée. Une des hypothéses serait donc que certaines protéines soient carbonylées
et non fonctionnelles, ce qui affecterait la fertilité. Ainsi, nous avons sélectionné deux especes
résistantes a la dessiccation, 1’'une étant stérile a des doses avoisinantes 500 Gy de rayon X,
Adineta editae, espéce trouvée dans 1’Antarctique, et I'autre étant stérile a des doses
avoisinantes de 1000 Gy, A. vaga. Tous les individus sont restés hydratés pour mesurer
uniquement I’impact de la radiation.

La figure 30A montre la révélation d’un gel apres traitement a différents fluorochromes. Les
protéines ont été quantifiées avec le fluorochrome Cy2-NHS qui émet dans le bleu et la
carbonylation est quantifiée a I’aide du fluorochrome Cy5-Hz qui émet dans le rouge. Afin de
pouvoir comparer les conditions entre elles, il était important de faire un ratio entre la quantité
de protéines et la quantité de carbonylation (Fig 30B). Ces données ont ét€¢ mises en graphe en
plus des données de fertilité pour chaque espéce.

Les individus 4. editae desséchés non irradiés présentaient une capacité de reproduction
moyenne de 95,8 %. Cette capacité a diminu¢ a une dose de 500 Gy et a été évaluée a 13,4 %
(SD £ 15,7 %). Ces individus étaient totalement stériles a 1500 Gy. Le taux de fertilité¢ des A.
vaga desséchés non irradié a été mesuré a 95,6 % et restait stable jusqu’a une exposition de
500 Gy. Ce taux diminuait ensuite a 77 % a 1000 Gy. La capacité de se reproduire des individus
A. vaga chutait alors pour arriver & 7% aprés 1500 Gy. Une diminution du taux de fertilité a été
observée pour chaque espece a des doses différentes.

La tendance observée ici est une augmentation du pourcentage de la carbonylation en fonction
de la dose. Les dommages oxydatifs de 1’espece 4. vaga et A. editae hydratés et non irradi€s
présentaient une intensité émise par le fluorochrome Cy5-Hz de 1. Certaines variations ont été
observées. La carbonylation de I’espeéce 4. vaga a augmenté pour les individus irradiés a 100
Gy et est égale a 1,2. Ce taux était plus important que pour les individus irradiés a 500 Gy qui
présentaient une intensité de 1,08. Le taux de carbonylation était le plus élevé pour les individus
irradiés a 1500 Gy et a été mesuré a 1,3. Pour les individus A. editae, le taux de carbonylation
restait stable a une exposition de 100 Gy mais augmentait fortement aprés une exposition de
500 Gy et a été évalué a 1,35. La carbonylation était d’autant plus élevée pour ces individus
irradiés a une dose de 1500 Gy et est de 1,45.

3.5 Dynamique spatio-temporelle de la réparation d’ADN au sein des cellules
germinales

3.5.1 Hypotheses

Nous avons montré précédemment que suite a une irradiation, les cellules somatiques
accumulent les cassures doubles brins qui se réparent au cours du temps apres réhydration. Les
cellules germinales peuvent accumuler ces mémes cassures, mais la cinétique et I’efficacité de
la réparation d’ADN au sein de ces cellules est inconnue. Nous avons alors essayé¢ de savoir si
la réparation de I’ADN de I’ceuf a lieu dans la mére au niveau de I’oogenese ou lorsqu’il est
pondu et se développe. Analyser les cellules germinales est un challenge, car leur nombre est
réduit au sein du rotifére (30 cellules pour un adulte de 100 cellules). Tout comme 1’analyse
des cellules somatiques, nous avons utilis¢é une PFGE pour étudier 1’intégrité du génome des
cellules germinales, mais cette fois-ci, des ceufs précédemment isolés de mere irradiée ont été
placés dans les puits. Nous avons donc analysé si les cassures doubles brins étaient toujours
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Figure 31 : Evaluation de la sensibilité du signal d’une PFGE. (A) Pour mesurer cette sensibilité, un
nombre différent d’individus € été placé dans les puits : 10, 50, 100. Un signal était observé pour
chaque individus. (B) La surexposition du signal a permis de voir plus clairement le signal des
individus ayant subis ou non des stress. Les graphes représentent I’intensité du SyberGold pour chaque
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Figure 32 : Collecte en fonction du temps d’environ 500 ceufs au stade précoce venant de mére
irradiés a 500 Gy de rayons X. La récolte a duré 3 jours (le 15, 16, 17 septembre) et deux nuits. Les
ceufs étaient isolés toutes les 3 heures et stockés a -80C dans de la solution A.
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Figure 33 : PFGE analysant la présence ou I’absence de dommages génétiques au sein des cellules
germinales. Le signal des trois premicres est assez faible mais lors de la surexposition, ils sont
visibles. L’échantillon des ceufs en stade précoce venant de mére irradiés a été perdu.



présentes chez un ceuf pondu a un stade précoce, c’est-a-dire un nombre faible de divisions
cellulaires.

Dans un premier temps, nous voulions étudier la sensibilité de la PFGE en termes de détection,
car la collecte des ceufs représente un nombre de divisions cellulaires réduit, induisant la
quantité d’ADN plus faible. Pour ce faire, nous avons réduit le nombre d’individus dans les
puits a 10, 50 et 100 individus (Fig. 31). Pour tester la sensibilité minimale de ce signal, nous
avons utilis¢é comme réplicas des 4. vaga hydratés, irradiés a 500 Gy et enfin des individus
d’une semaine post-irradiation. Ces conditions sont utilisées, car I’étude des cassures doubles
brins provoquée par I’irradiation et leur réparation a déja été étudiée et évaluée précédemment
(Hespeels et al. 2020) ce qui nous permettra de savoir quel signal doit étre observé (Fig 31A).
Un signal était observé pour les puits chargés avec 100 individus, et les fragments obtenus
¢taient ceux attendus. Les individus hydratés présentaient uniquement un nombre réduit de
fragments de grande tailles (> 2200 kbp). A ’inverse, des fragments de faibles tailles de 225 a
750 kbp étaient présents pour les individus irradiés. Pour ceux analysés une semaine apres
I’irradiation, les fragments de grandes tailles (= 2200 kbp) sont présents pour un nombre réduit
de fragments de faibles tailles (entre 225 a 750 kbp) ce qui traduirait une réparation des cassures
double brins. Les puits chargés avec 50 individus présentaient une diminution du signal par
rapport a ceux de 100 individus, mais la présence des différents fragments dans les différentes
conditions était semblable. La migration du génome des 10 individus étaient cependant plus
difficile a discerner.

En modifiant I’exposition (Fig 31 B), nous avons détecté un signal pour 50 individus et ce signal
correspondait a celui attendu. Des fragments de tailles importantes (= 2200 kbp) ont été
observés chez les individus hydratés et chez les individus une semaine apres irradiation, mais
en nombre plus élevé. Ces derniers présentaient également des fragments de faibles tailles
(entre 225 a 750 kbp) plus nombreux que chez les individus hydratés. Les irradiés montraient
uniquement des fragments de faibles tailles dii a des cassures simples brins.

3.5.2 Intégrité génomique des cellules germinales de I'espéce A. vaga

Un signal avec 500 ceufs pourrait €tre observe s’ils se répartissent dans le puit mais a I’inverse,
si les 10 individus se condensent, le signal pourrait étre moins important. Ces parameétres ont
¢té appliqués a 1’obtention des ceufs. Un protocole d’oogenése a alors été développé (voir
matériels et méthodes). Nous avons fait une expérience dans lequel nous avons collecté des
ceufs au stade précoce de mere irradié (Fig. 32). D’autres collectes ont été réalisées pour faire
cette PFGE : des ceufs irradiés, servant de contrdles positifs, et des ceufs au stade plus tardifs
qui proviennent de méres hydratées, servant de contrdle négatif. Malheureusement au cours de
la technique, 1’échantillon contenant les 500 ceufs au stade précoce venant de mére irradiée a
¢été perdu au cours de la manipulation. Par contre, les échantillons contrdles ont été utilisés pour
vérifier ce signal.

Les trois premicres voies ont été chargées avec 50 individus A. vaga adultes respectivement
hydratés, irradiés et une semaine post-irradiation (Fig. 33). Aucun signal n'est visible, car
l'intensité du signal des ceufs est trop ¢levée. Le signal se révele alors aprés une surexposition
de ’ADN. Les résultats obtenus sont fideles a ceux observés précédemment. Les individus
hydratés présentaient des fragments de taille importante (> 2200 kbp) alors que les irradiés
présentaient des fragments de tailles réduits entre 225 a 750 kbp. Aprés une semaine, une
absence des fragments de tailles réduites est observée ainsi qu’une augmentation des fragments
de taille importante (> 2200 kb).
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Le résultat de la migration du génome des ceufs a stade précoce irradiés et des ceufs a stade
tardif non irradiés était conforme a ce qui était attendu. Les ceufs irradiés présentaient
essentiellement des fragments de tailles réduites entre 225 a 750 kbp et les ceufs non irradiés

présentaient essentiellement des fragments de tailles élevées (> 2200 kbp). Cependant, le signal
était trop €levé.
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Figure 34 (Hespeels et al - non publié¢) : Comparaison des capacités de reproduction des différents
genres et especes de rotiferes bdelloides. La SD 50 (dose stérilisante) est indiquée avec le risque
d’erreur. Le R? est un indicateur utilisé pour juger la qualité de la courbe. Habrotrocha
sp. « Chile » correspond au H. atacama. A correspond au genre Adineta. P correspond au genre
Philodina. R correspond au genre Rotatoria. M correspond au genre Machrotrachela.




IV. Discussion et perspectives

4.1 Radiorésistance des rotiferes bdelloides aux rayons X

L’envoi d’organismes dans 1’espace permet d’étudier 1’adaptation de la vie dans des conditions
extrémes dans le but d’améliorer notre compréhension des stratégies utilisées par la vie pour
survivre dans des endroits éloignés et hostiles. Les études approfondies des effets biologiques
du champ de rayonnement dans I’espace sont nécessaires afin d’évaluer les risques de ces
rayonnements. Les expériences d’astrobiologie sont dorénavant basées sur des organismes
ayant la capacité de résister a des doses de radiation importante telles que Bacillus Subtillis,
Deinococcus radiodurans ou encore les tardigrades. Les rotiféeres sont aujourd’hui inclus dans
cette continuité de modeles a I’exposition spatiale possédant également une résistance non
négligeable aux radiations ionisantes. La prochaine mission incluant ces multicellulaires est
prévue pour 2025. Lors de cette prochaine expédition, il est prévu d’exposer hors de I’ISS
différentes espéces de rotiferes.

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons mené une étude sur H. atacama, une espece résistante
a la dessiccation et trouvée dans l'un des environnements les plus secs de la plancte. Cette
espece est définie comme un candidat probable pour ce futur voyage. Nous avons alors
commencé par évaluer sa résistance a la dessiccation et sa radiorésistance a des doses
croissantes de rayons X en mesurant sa capacité de survivre et de se reproduire. Ces individus
survivaient jusqu’a la plus haute dose testée de 2000 Gy avec un pourcentage de survie de
99,4% (SD =+ 0,38 %) (Fig. 29A). Sa capacité de se reproduire ne présentait aucun impact
jusqu’a 500 Gy mais presque la totalité des individus était stérile a 1000 Gy (Fig. 20B).

Ces résultats ont été comparés a ceux d’une espece vivipare et sensible a la dessiccation, Rotaria
rotatoria, vivant dans un milieu constamment hydraté, ce qui nous a permis d’explorer la
diversité des tolérances aux radiations. Cela apportera des éléments de réponses pour élucider
les mécanismes qui rendent certaines especes résistantes et d'autres non L'hypothése émise est
que la radiorésistance des bdelloides pourrait étre une conséquence de la rési