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1. Introduction

Les bassins cOtiers méditerranéens sont soumis a de multiples pressions environnementales et
anthropiques tels que des événements climatiques extrémes, 1’apparition et la compétition avec des
especes exotiques envahissantes ou encore la pollution chimique des eaux. Cette derniére est I’une des
causes directes du déclin des populations d’especes dans les milieux aquatiques soumis a de fortes
pressions anthropiques (Bernhardt et al. 2017; Kaushal et al. 2021). Il est désormais admis que
I’exposition aux polluants chimiques peut conduire a des évolutions génétiques rapides et a une
adaptation locale a la pollution chez certains poissons (Hamilton et al. 2017; Jacquin et al. 2020). Dans
les milieux estuariens s’ajoutent d’autres stress abiotiques tels que la salinité, qui induisent une
importante variabilité morphologique des téléostéens s’y développant (Jeffries et al. 2019; Martin 2022).
La plupart de ces phénomenes sont cependant mal connus en milieu naturel (Scott, Sloman 2004). Il est
donc nécessaire de comprendre les bases de 1’adaptation et de la tolérance des téléostéens a des pressions
multiples pour expliquer la persistance ou le déclin de certaines especes.

Ce travail s’inscrit dans le projet de recherche GambOc (2022-2024), qui a pour objectif
d’améliorer la compréhension des mécanismes biologiques permettant 1’adaptation et la survie des
organismes a des conditions environnementales perturbées par les activités humaines. Le modele
d’étude de ce projet est la gambusie (Gambusia holbrooki, Girard 1859), une espece exotique invasive
de la famille des Poeciliidés, originaire du Nord des Etats-Unis et introduite dans les années 1920 dans
de nombreux pays pour lutter contre les moustiques, vecteurs des agents parasitaires du paludisme
(Bruslé, Quignard 2013; Pascal, Lorvelec, Vigne 2006). Elle est considérée comme 1’une des espéces
les plus invasives au monde (espéce inscrite sur laliste des espéces exotiques envahissantes
préoccupantes pour 1’Union Européenne) et ayant un impact avéré sur des espéces endémiques
(CORDIS | Commission Européenne 2015; Poulet 2020). La gambusie fréquente les systémes d’eaux
douces a écoulements lents mais colonise également les eaux de transition littorales mésohalines. Elle
présente des caractéristiques biologiques idéales (cycle de vie trés court, fécondation interne, invasion
biologique récente) pour étudier les processus évolutifs a des échelles de temps courtes et pour étudier
les mécanismes de sélection différentielle locale en réponse a une pression de pollution chimique
(tolérance a la pollution) ou a d’autres pressions multifactorielles (Pyke 2005). Le succes invasif de la
gambusie est lié a sa tolérance a de larges gammes de fluctuations environnementales (température,
hypoxie, salinité¢) lui permettant d’étre plus compétitive que les espeéces natives face a des stress
abiotiques multiples (Ruiz-Navarro et al. 2011). Néanmoins, les mécanismes sous-jacents a cette « ultra-
tolérance » restent encore inexpliqués et les conséquences sur les écosystémes ont été peu considérées
jusqu’alors. Plus spécifiquement, une partie du projet GambOc consiste a caractériser la variabilité

phénotypique intraspécifique de tolérance a la pollution des gambusies en mesurant individuellement


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/?uri=uriserv%3AOJ.L_.2022.186.01.0010.01.FRA&toc=OJ%3AL%3A2022%3A186%3ATOC
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/?uri=uriserv%3AOJ.L_.2022.186.01.0010.01.FRA&toc=OJ%3AL%3A2022%3A186%3ATOC

un ensemble de biomarqueurs sur plusieurs échelles biologiques : au niveau de 1’organisme entier, au

niveau tissulaire, et au niveau moléculaire.

A D’échelle de I’organisme entier, dans le but de décrire au mieux 1’adaptation d’une espéce
exotique envahissante telle que la gambusie avec son milieu, il est alors pertinent de s’intéresser
également a la morphologie de cette derniere. En effet, suite aux diverses pressions des milieux, de
nombreux mécanismes sont mis en jeu, allant des mécanismes moléculaires, cellulaires et
physiologiques jusqu’aux variations d’allocation dans les traits d’histoire de vie (Hamilton et al. 2017;
Marchand et al. 2004; Martin 2022). L’ensemble de ces processus peuvent donc étre étudiés et utilisés
pour mesurer et comprendre les mécanismes d’adaptation des espéces invasives. L’étude de la
morphologie de la gambusie peut donc amener a une meilleure compréhension de son « ultra-tolérance »
et a préciser quels traits morphologiques spécifiques sont impliqués. Chez les guppies par exemple, une
autre espéce de la famille des Poeciliidés, des chercheurs ont démontré que les gambusies vivants en
eaux polluées avaient des corps moins profonds et des tétes plus volumineuses (et donc des opercules et
branchies plus grosses pouvant réduire les problémes respiratoires causés par la pollution)
comparativement aux individus vivants dans des environnements non pollués (Rolshausen et al. 2015;
Saha, Konar 1984b; Santi et al. 2021). L’objectif global de ce travail au sein du projet GambOc est donc
de tester et étudier les corrélations potentielles entre les divergences morphologiques relevées chez la
gambusie et les facteurs abiotiques des écosystéemes étudiés, en prenant également en compte des
paramétres de condition et des paramétres biologiques liés a la reproduction. On parlera de
morphométrie plutét que de morphologie dés lors qu’il s’agit de mesurer et quantifier la morphologie

d’individus (A.Cushman 2022).

La morphométrie permet d’étudier la variation géométrique de corps et de formes biologiques
et de la corréler avec des variables ou des facteurs biologiques potentiellement explicatifs (Bookstein
1991; Cucchi et al. 2015). La morphométrie est donc, par définition, une étude de forme (aspect
physique d’un objet dans I’espace), qui comprend a la fois les notions de taille (I’échelle de 1’objet) et
de conformation (I’information spatiale hors échelle intrinséque de 1’objet) et que 1’on peut formaliser
par I’équation de Needham "forme = taille + conformation" (Lefebvre, Boitard, Rey 1981;
Metairie 2014; Perrard 2012). On peut alors distinguer plusieurs types d’analyses morphométriques. La
morphométrie dite « classique » ou « traditionnelle » (MT) se base sur 1’étude multivariée de mesures
(e.g. longueurs, angles, aires, volumes) (Rohlf, Marcus 1993) pour décrire et discuter des déterminismes
environnementaux et génétiques de groupes biologiques établis (Mosimann 1970). Cependant, cette
morphomeétrie traditionnelle ne permet de représenter la forme d’un corps que de maniére partielle. La
morphométrie dite « géométrique » (MG) révolutionne dans les années 80 cette approche en permettant
de caractériser la forme d’un objet par I’ensemble des coordonnées de points de repéres, dits

« homologues » ou « landmarks » (Bookstein 1991; Mosimann 1970). Ils correspondent a des loci
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anatomiques bien identifiables et identiques d’un individu a 1’autre chez tous les spécimens de 1’étude.
Alors que la morphométrie traditionnelle nécessite une sélection a priori de variables, I’utilisation de
landmarks en morphométrie géomeétrique permet de déterminer directement a posteriori quelles sont les
variables les plus significatives (Zelditch et al. 2004). En d’autres termes, 1’'un des avantages de la
morphométrie géométrique comparativement a la morphométrie traditionnelle est qu’elle décrit en
totalité la géométrie d’un objet tout en minimisant le nombre de variables qui décrivent significativement
sa forme.

Si la morphométrie géométrique a pour principal avantage de caractériser I’ensemble de la
morphologie des individus étudiés, elle posséde cependant certains inconvénients. En effet, seuls les
traits morphologiques les plus variants d’un individu a un autre sont mis en avant aux détriments des
plus fines variations de forme (Metairie 2014). La plupart des publications présentes dans la littérature
font ainsi le choix entre une analyse morphométrique uniquement géométrique ou uniquement
traditionnelle. Dans le cadre de cette étude, ces deux approches (morphométrie traditionnelle et

géométrique) sont utilisées pour décrire les variations de forme a la fois globales et plus fines.

Ce travail se décline en deux axes : (i) déterminer et mettre en évidence les traits morphologiques
les plus variants d’un individu et d’un milieu a I’autre en utilisant des techniques de morphométrie
géométrique. Cette premiere partie du travail a pour principal objectif de caractériser sans apriori la
variation morphologique inter-site des gambusies. (ii) confirmer les résultats fournis par la
morphométrie géométrique et analyser plus finement la morphologie des gambusies en nous focalisant
sur certains traits morphologiques spécifiques relevés et mis en avant dans la littérature.

Ainsi, nous faisons premierement 1’hypothése que les individus provenant des zones les plus
fortement polluées présenteront des tétes plus volumineuses avec des structures (opercules notamment)
plus importantes. Deuxiémement, nous supposons qu’ils auront également des corps plus ronds et plus
profonds que les gambusies provenant de sites non pollués (Santi et al. 2021). Enfin, les gambusies des
habitats pollués devraient avoir une taille corporelle adulte réduite par rapport a leurs homologues des

eaux non polluées (Santi et al. 2021).



2. Matériels et Méthodes

2.1 Plan d’échantillonnage

2.1.1 Sites d’études

Dans I’optique d’étudier I’effet de multiples stress abiotiques sur la morphologie de la gambusie,
une sélection de cours d’eau et de sites d’échantillonnages a été effectué¢e en amont de ce travail. Les
sites ont été initialement choisis a partir des données de micropollution organique et inorganique
disponibles dans la littérature et dans les bases de données des suivis réglementaires (Naiades 2022a;
Martin 2022). De plus, la zone de 1’étude se situant en région Occitanie et Provence Alpes Cote d’Azur
(en grande majorité sur le département de 1’Hérault) non loin de la mer Méditerranée, les cours d’eau
ont été échantillonnés sur un gradient amont-aval pour intégrer au travail un gradient de salinité (Fig.1).

Sur ces gradients de polluants et/ou de salinité, les sites les plus contrastés ont été sélectionnés.
Deux sites complémentaires, CAZ et PV, situés en eau stagnante (points d’eau) ont été rajoutés a I’étude
et sont des sites de référence de par leur faible contamination en polluants (Annexe.1, Annexe.2). Deux
échantillonnages ont été réalisés : I’un au printemps, entre le 6/04/2022 et le 22/06/2022, I’autre a
I’automne, entre le 6/10/2022 et le 26/10/2022 (seuls les 8 sites avec les plus fortes valeurs en
concentration de polluants ont été rééchantillonnés a I’automne). A noter que deux sites supplémentaires
en eau salée (OR et PAL) ont été rajoutés a I’échantillonnage a cette période pour venir compléter 1’étude

du gradient de salinité (Fig.1, Annexe.1, Annexe.2)
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Figure 1. Sites échantillonnés autour de Montpellier (zone délimitée dans la carte de France insérée) sélectionnés
pour [’étude. Les abréviations et les informations relatives aux sites sont détaillées dans I’ Annexe. 1.



2.1.2 Données photos

Entre 30 et 50 individus par échantillonnage ont été prélevés sur chaque station (50% males,
50% femelles). Ils ont été euthanasiés avec dose léthale d’anesthésiant (benzocaine), placés dans une
cage a lumiére avec régle métrique pour la mise a I’échelle (+/-1mm) et pris en photo de facon
standardisée a I’aide d’un Lumix DMC-GH1 avec un objectif de 20mm (prise uniquement du flanc
gauche) (Fig.2).

Figure 2. Exemple d’une photographie d’'un mdle prise pour l’étude.

Apres visualisation des différentes photographies, il est apparu que les femelles prélevées
présentaient différents stades de maturité et de gravidité, ce qui pouvait nettement fausser I’étude
morphologique. Ainsi, ’entiéreté du travail présenté dans ce rapport s’est basée sur la morphologie des
males, comme il est courant de faire dans les analyses morphométriques sur les gambusies ou les guppies
par exemple (Rolshausen et al. 2015). Les males atteignent leur maturité sexuelle lorsque leur gonopode,
une nageoire anale modifiée, est entierement formé et lorsque la longueur du corps est comprise entre
15 et 20 mm (Angus et al. 2001; Fernandez-Delgado 1989). Seuls les méles avec une longueur corporelle
supérieure & 15 mm et avec un gonopode entierement formé ont donc été utilisés pour 1’é¢tude (Smith,
Kollus, Propper 2022).

2.1.2 Données environnementales et biologiques

Compte tenu de l'objectif principal de I'étude consistant & inclure de multiples facteurs
environnementaux dans 1’étude du phénotype et de la morphologie des gambusies, des données physico-
chimiques ont été récoltées pour les sites d'échantillonnages sélectionnés (nous retiendrons notamment
la température et la conductivité de chaque site pour la suite de 1’étude). Les données de pollution en
produits pharmaceutiques et en pesticides ont été mesurées a 1’aide de membranes spécifiques
permettant 1’échantillonnage intégrative de tous les contaminants organiques polaires présents dans la
colonne d’eau pendant 3 semaines : des POCIS pour « Polar Organic Chemical Integrative Sampler ».

Pour comparer les stations échantillonnées entre elles, il était nécessaire d’agréger les données



de pollution en un estimateur. En amont de mon stage, un calcul du risque écotoxicologique cumulé a
donc été réalisé pour chaque famille de polluants (Kuzmanovi¢ et al. 2016; Martin 2022). La
concentration de chaque molécule pour chaque station relevée a I’aide des POCIS a été divisée par la
norme de qualité environnementale (NQE : Norme de Qualité Environnementale, INERIS, 2022) de la
directive cadre sur I’eau (eaufrance 2018). Les quotients de chaque molécule sur chague site ont ensuite

été sommes pour évaluer le risque cumulé, les effets étant supposés additifs (Martin 2022).

D’autres données biométriques ont été mesurées sur les individus en complément et certaines

ont été retenues pour la suite de I’étude :

C g . masse des gonades
- L’indice gonado-somatique
d go 0 q (masse totale de lrindividu)

s . du foi
- L’indice hépato-somatique ( masse dufole

masse totale de lrindividu
- Lalongueur du gonopode, une nageoire anale modifiée en organe copulateur chez les méles.

Ces données complémentaires serviront de covariables potentielles pour la suite de nos analyses.

2.2 La morphométrie géométrique appliquée a Gambusia holbrooki

2.2.1 Analyse Procruste Généralisée et superposition procruste

Contrairement aux distances euclidiennes étudiées en morphométrie traditionnelle, les
coordonnées des landmarks ne peuvent pas étre utilisées telles quelles. L’étude de ces coordonnées
repose sur un principe de superposition (dit « procruste » ou encore « Analyse Procruste Généralisée »)
permettant de replacer tous les individus étudiés dans un méme espace morphologique afin de les rendre
comparables. Cette procédure indispensable permet également de supprimer les effets de position, de
taille et d’orientation entre les individus. L’ Analyse procruste généralisée permet de s’affranchir de ces
trois composantes et de se concentrer uniquement sur 1’étude de la conformation des spécimens. Cela

revient & effectuer les trois étapes suivantes (Goodall 1991; Mitteroecker, Gunz 2009) :

e Lapremiére étape consiste a supprimer les effets de position (Fig. 4.1). Toutes les configurations
de landmarks sont donc centrées sur leur centroide commun (moyenne des coordonnées des
landmarks de toutes les configurations). Ceci peut étre fait en exprimant les coordonnées de

chaque objet d’étude sous forme d’écarts par rapport a leurs x-y moyennes.

e La seconde étape permet de supprimer les effets de taille en conservant les proportions et les
allométries éventuelles (Fig. 4.2). Les formes biologiques étudiées étant souvent de tailles
différentes, elles sont donc ramenées a la méme échelle, tout en maintenant la distance entre

chaque point homologue inchangée (principe d’isométrie). Cela permet d’extraire le paramétre



de conformation individuelle et la taille est alors définie de maniere unique par la taille centroide
sur I’ensemble des points (Cucchi et al. 2015). Pour calculer la taille géométrique (dite
« centroide ») de la forme étudiée, il est donc nécessaire de calculer son centre de gravité
(centroide), en se basant sur les coordonnées des landmarks qui la composent (Bookstein 1991).
La taille centroide d’un objet correspond alors a la racine carrée de la somme des carrés des

distances entre chaque landmark et le centroide (Fig. 3).

ye |

Taille centroide = \/(_>)2 + (= )2+ (=)

Figure 3. Visualisation du concept de la taille centroide calculée a partir des trois points de repére d’un triangle
équilatéral. Les distances entre le centre du triangle (Xc,Yc) et les points de repéres figurées par des fleches de couleurs
sont les distances utilisées pour calculer la taille centroide selon la formule décrite sous le triangle (Cucchi et al., 2015).

Les coordonnées des configurations sont normalisées par la « taille centroide » de chacune des
configurations. Avec la mise a I’échelle, toutes les configurations partagent alors la méme taille
centroide (Balasse et al. 2015).

Soit i individus étudiés décrits par p landmarks :

_ U-pP)x;

Si

X!

i (1) Oou:
- T estla matrice identité de dimension p x p
- Pestlamatrice de dimension p X p ou chaque élément vaut
1/p
- Xjest la matrice des p coordonnées (x, y) des landmarks
décrivant I'individu i
- 5= (@-PXX[U-P) @

la taille centroide Sde l'individu i

e Laderniére étape consiste a réorienter chaque configuration (Fig. 4.3). Elle repose sur la rotation
de toutes les configurations de landmarks sur leur centroide par une méthode itérative appelée
Generalized Procrustes Analyses. Tant que la somme des carrés des écarts entre les points
homologues des différentes configurations n’est pas la plus faible possible, I’itération est
répétée (Cucchi et al. 2015; Gower 1975; Zelditch et al. 2004). Cette derniére étape supprime
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les effets de rotation.

Points de (1) Points de repéres (2) Points de repéres (3) Points de repéres
repéres bruts centrés centrés et normaliseés centrés, normalisés et orientés

Figure 4. Les trois étapes de la superposition procruste : (1) centrage sur une origine commune (centroide),
(2) normalisation par la taille centroide et (3) rotation pour minimiser la somme des carrés des écarts entre les
landmarks (Cucchi et al., 2015).

On obtient alors de nouvelles coordonnées pour chaque landmark, appelées coordonnées
procrustes (procrustes shape coordinates). Les résultats d’une analyse procruste généralisée sont
exprimés par un « consensus » et par des « résidus procrustes ». Le « consensus » peut-&tre définit
comme la conformation moyenne de 1’échantillon et est issu de la moyenne de toutes les coordonnées
des landmarks de tous les individus de 1’échantillon. Les résidus procrustes, quant & eux, permettent de
décrire la conformation associée a chaque individu. lls représentent les différences individuelles par
rapport au consensus (en quelque sorte un «écart a la moyenne ») (Mitteroecker, Gunz 2009).
L’ajustement issu de la superposition procruste des individus se réalisant sur I’ensemble des landmarks,
les résidus procrustes et leur niveau de significativité ne peuvent donc pas étre étudiés séparément (pas

d’analyse landmark par landmark) (Bookstein 1995).

2.2.2 Le choix et le positionnement des landmarks

Les landmarks doivent étre définis au préalable de 1’étude et placés sur des éléments précis et
homologues des structures biologiques (Perrard 2012). Bookstein en 1991 distingue alors 3 types de
landmarks utilisés couramment dans les études morphométriques :

e Type | — landmarks définis de fagon anatomique a des interactions entre différents tissus
biologiques. Ce sont les points les plus évidents a placer et dont ’homologie n’est pas
discutable.

e Type Il — landmarks non définis par I’interaction entre plusieurs tissus mais plutdt comme une
extrémité d’un tissu (comme un maximum de courbure). Points avec une homologie discutable
et plus difficiles a localiser et a placer de fagon précise et constante d’un individu a 1’autre.

e Type Ill — landmarks dont leur positionnement dépend de I’emplacement d’autres points
homologues ou de I’orientation de 1’objet mesuré.

Une fois ces critéres pris en compte dans le choix des landmarks, tous les points de repére sont considérés



comme égaux en termes de role apporté dans les analyses de données ultérieures et sans qu’aucune
distinction ne soit établie entre les différents type de landmarks (MacLeod 2011).

Pour mener cette étude et pour décrire au mieux la morphologie des individus, les points les
plus variables d’un individu a ’autre et les plus difficiles a placer ont tout d’abord été écartés (entre
autres les extrémités des nageoires et du gonopode). Dans le cadre de notre étude, deux séries de
digitalisation de landmarks ont été réalisées a 1’aide du logiciel tpsdig264 (protocole en Annexe.2) :

- Premiére série : deux réplicas de digitalisation de 18 points de repere (Fig.5, Annexe. 3)
réalisés par un méme opérateur pour 298 individus males répartis sur les 13 sites d’étude
échantillonnés au printemps (station ARC exclue)

- Seconde série : un seul réplica de digitalisation des mémes 18 points de repére (Fig.5,
Annexe. 3) réalisés par un méme opérateur pour 151 individus males répartis sur les 11 sites

d’étude échantillonnés (ou rééchantillonnés) a 1’automne (station ARC inclue)

Pour répartir I’erreur de digitalisation et de répétition sur I’ensemble de I’échantillon, les photos
ont été digitalisées dans un ordre aléatoire grace a utilisation d’une fonction d’attribution de noms
aléatoires sous Windows (Faulkner 2016) A noter que deux landmarks (L.4 et L.10) ont été pointés
dans le but d’apporter des informations complémentaires (hauteur maximale du corps et de la queue)
lors de I’étude de morphométrie traditionnelle réalisée dans un second temps (partie 2.3). Etant donné
que leur placement dépend d’autres landmarks, ils ne sont pas pris en compte en I’étude de morphométrie

géométrique.

Figure 5. Placement des landmarks sur un spécimen male de gambusie (illustration personnelle). Leur
positionnement est détaillé dans I’annexe. 2.

Toutes les analyses de données qui suivent ont été réalisées a I’aide du logiciel RStudio (version
4.2.3). Pour mener ’analyse morphométrique géométrique, le package Geomorph est le principal
package utilisé, qui permet notamment le calcul des coordonnées procrustes (Fig.8) et les analyses de

données qui s’en suivent.



2.2.3 Fiabilité de la méthode

Avant de poursuivre cette étude, I’estimation et la quantification de 1’erreur courante de
digitalisation des landmarks (erreur de répétabilité) est nécessaire (Webster, Sheets 2010). Cette étape
permet de s’assurer que la variation explorée dépasse de maniere significative I’erreur de mesure ou de
digitalisation. En effet, il existe une forte reproductibilit¢ pour un méme opérateur et 1’erreur
systématique peut parfois élevée par rapport a la question de recherche. C’est par exemple le cas lorsque
I’opérateur place répétitivement un landmark de fagon erronée (Claude 2008; Evin, Bonhomme, Claude
2020). Nous nous sommes donc intéressés ici a estimer et quantifier la variabilité de I’opérateur. C’est
la raison pour laquelle deux réplicas de digitalisation de landmarks ont été effectués. Cette approche
basée donc sur les données issues de la premiére série de digitalisation, peut étre considérée comme un
type d’ANOVA. Nous définissons un modéle linéaire simple de la forme Im(forme~ind) ol « forme »
contient les toutes coordonnées procrustes digitalisées et ou « ind » est ’effet « individu ». Ce modéle
nous permet donc de décomposer la variance totale (exprimée en SS) en deux sources de variances
(Arnqgvist, Martensson 1998; Neter, Kutner, Nachtsheim 1996) :

e SSind (comme « Sum-of-Squares of individual effect ») : variance qui peut étre expliquée par
le facteur, en d’autres termes la variance inter-individus

e SSerr (comme « Sum-of-Squares of error ») : variance qui ne peut pas étre expliquée par ce
facteur, et qui provient donc d’une erreur de digitalisation des landmarks.

Pour chacune de ces variances, nous pouvons également définir le nombre de degrés de liberté (ddl):

e dfind(ddl pour I’effet « individu ») = n — 1 ou n le nombre des individus

e dferr (ddl pour I’erreur) = (p — 1) X n ou p est le nombre de réplicas et n le nombre des
individus

Le pourcentage de 1’erreur de mesure %ME peut alors étre obtenu tel que :

) SSerr
s“within dferr (3) (Claude 2008)
YME = X 100 = —— X 100
% (s?2within + s2among) SSerr + SSind
dferr = dfind

Dans notre étude, nous obtenons alors un pourcentage d’erreur de mesure %ME = 11.48%.
Pour estimer si cette erreur de digitalisation dii a I’opérateur est significative ou non comparativement a
la variation entre individus réelle que I’on souhaite étudier, il est possible de réaliser des ANOVA
Procrutes (Yezerinac, Lougheed, Handford 1992), appelé également Goodall-F test. Ces ANOVA
procrustes sont similaires a 1’analyse de la variance a un facteur et basées sur le ratio entre ‘among-group
SS' et 'within-group SS'. La différence est que pour mesurer les SS, des "sum-of-squared Procrustes
distances" sont utilisées (Claude 2008; Couette, Navarro, Wilczek 2012).

La premiere ANOVA procruste (procD.Im(forme~session)) révele qu’il n’y a pas d’influence

de la session de digitalisation sur les coordonnées des points homologues et que la variation inter-session
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est bien significativement plus faible que la variation intra-session (effet ‘session’ ; F = 0.1626, Pr >1)
(Tableau.1). La seconde ANOVA procruste (procD.Im(forme~ind)) montre que la variation inter-
individu est bien plus significative que la variation inter-session (effet ‘individus’ ; F =7.709, Pr <0.001)
(Tableau.1). On peut donc considérer que 1’erreur de mesure est suffisamment négligeable et qu’il nous

est donc possible de poursuivre notre étude et d’interpréter les variations inter-individus.

Tableau 1. ANOVA procruste a un facteur de la session de digitalisation puis des effets individuels sur la forme
des individus.

Session de digitalisation

Effet df SS MS F Pr >F)
Session 1 15¢-3 14.99¢-3 0.1626 1
Résidus 576 0.53117 92.22e-3

Individus
Effet df SS MS F Pr (>F)
ind 288 0.4701 1.632¢-3 7.709 <0.001
Résidus 289 0.0612 0.2118e-3

Note : df = degré(s) de liberté, SS = Somme des carrés (Sum of Squares), MS= Moyenne carrée (Mean Squares), F= F ratio, Pr(>F) = Pvalue

2.2.4 Recherche des allométries éventuelles

L’allométrie est une notion définie par I’existence d’un lien de causalité entre la taille et la
conformation (Hazbri 2017). Bien qu’il existe plusieurs définitions de 1’allométrie (Klingenberg 2016),
toutes les études de cette derniére s’accordent sur le fait que 1I’allométrie est une variation de divers traits
morphologiques expliquée par/ou associée a une variation de taille. (Bookstein et al. 1985; Gould 1966;
Klingenberg 1998; Mosimann 1970). En d’autres termes, rechercher d’éventuelles allométries revient a
montrer I’influence potentielle de la taille sur la conformation des individus étudiés. La recherche des
allométries en morphométrie géométrique est une autre étape préliminaire et nécessaire pour pouvoir
affirmer ou non I’indépendance de la conformation des individus par rapport a leur taille et suivant les
sites échantillonnés (Hazbri 2017). Si la taille et la forme sont deux variables souvent corrélées, nous
pouvons nous demander si cette relation est cohérente pour tous les sites échantillonnés. Les individus
partagent-ils tous une allométrie commune ou les individus prélevés sur certains sites ont-ils des

allométries uniques (Angelini, Moore 2022).
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Tableau 2. Comparaison de modéles par une ANOVA (F-test) pour la forme (coords) des individus échantillonnés
suivant leur taille centroide (Csize) et le facteur site échantillonné (site)

F-test : comparaison de modéle

Modgles ResDf df SS MS F Pr >F)
coords ~ logio(Csize) + site 426 1
. . 411
coords ~ logio(Csize) * site 15 0.011  75.85¢-4 0.952 0.584

Pour ce faire, nous pouvons travailler a I’aide des coordonnées procrustes des landmarks. Il est
en effet plus simple d’analyser I’allométrie par la morphométrie géométrique qui caractérise I’ensemble
de la conformation des individus que par la morphométrie traditionnelle ot I’on devrait se contenter
d’analyser la relation entre quelques mesures linéaires (Claude 2008). Pour aborder 1’analyse statistique
de l’allométrie, nous comparons un modele ou la taille des individus et les sites échantillonnés
influencent indépendamment la forme des individus (coords ~ logio(Csize) + site) a un modéele
permettant une interaction entre ces deux termes (coords ~ logio(Csize) * site). L’ANOVA (F-test)
révéle ici que I’ajustement du modéle simple en ajoutant 1’interaction entre la taille des individus avec
le facteur site échantillonné ne produit pas (ou que peu) de différence (F = 0.952, Pr > 0.001 = 0.584)
(Tableau.2).

Nous pouvons également visualiser ces relations d’allométries en utilisant la fonction
plotAllometry (method = "PredLine™) du package Geomorph sous R (a partir donc du modele simple
sans interaction). La fonction calcule les valeurs ajustées a partir de I’ajustement du modéle et trace la
premiére composante des valeurs prédites par rapport a la taille des individus (Adams et al. 2023).

On peut notamment constater que pour tous les sites échantillonnés, les individus partagent en grande
majorité une allométrie commune (Fig.6). Pour la suite de notre étude, nous pourrons donc supposer
I’indépendance de la conformation des individus par rapport a leur taille et suivant les sites

échantillonnés.
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Figure 6. Trajectoires allométriques de gambusies prélevées sur 16 sites différents calculées a ['aide de la
fonction plotAllometry du package R « Geomorph » (Adams et al., 2023). Les valeurs de I'axe représentent la
transformation Log de la taille centroide des individus (LogCsize). Les valeurs de [’axe y représentent la forme
des individus comme premiére composante des valeurs prédites par le modéle coords ~ log10(Csize) + site.

2.3 La morphometrie traditionnelle appliquée a Gambusia holbrooki

Figure 7. 18 mesures morphométriques utilisées dans cette étude. Les explications et la correspondances des
mesures sont données en annexe 4.
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Dix-huit distances euclidiennes ont été choisies pour mener 1’étude de morphométrie
traditionnelle (Fig.7, Annexe 4). Ces mesures morphométriques permettent de décrire précisément la
morphologie des gambusies. Elles se basent sur les coordonnées brutes (non procrustes) des 18
landmarks précédemment digitalises (partie 2.2.2). En effet, plutdt que de remesurer les 18 distances
euclidiennes sur chaque individu a I’aide d’un logiciel tel que Imagel, il est possible a I’aide des
coordonnées des points homologues de calculer ces distances. Au-dela du gain de temps effectif, ce
choix permet d’étre plus précis. Le calcul de ces mesures se base sur les coordonnées brutes des
landmarks car d’autres corrections, différentes de la superposition procruste, sont apportées par la suite
a celles-ci.

Pour prendre en compte et ajuster ces différentes mesures en fonction de I’effet « taille
individuelle », la transformation log-shape ratio d’ Aitchinson (1986) a été appliquée aux données (Evin,
Bonhomme, Claude 2020; Mosimann 1970; Peres-Neto, Magnan 2004; Shinn et al. 2015) :

p
1
Yij = log(Xi;) — 521"*‘3 Xi; @ Ou:
L - pestlenombre de traits mesurés (18 dans ce cas

d’étude)

- Xl- i lavaleur du jéme trait de I'i*me individu

Contrairement a d’autres méthodes utilisées (Fleming, Jonsson, Gross 1994; Reist 1986),
chaque individu est ici mis a I’échelle indépendamment ce qui permet d’éviter d’éventuels problémes
d’hétérogénéité lors de I’étude des données. Pour chaque individu, la normalisation des différentes
mesures est faite, non pas par leur taille standard, mais par la taille dite géométrique, c’est-a-dire la
moyenne géométrique de 1I’ensemble des mesures prises sur 1’individu. Le 1og10 de ce ratio est ensuite
utilisé comme donnée brute dans les analyses ultérieures. Les shape ratio étant redondants en termes

d’informations, un degré de liberté est perdu lors du passage au logarithme (Claude 2013).

2.4 Analyses statistiques

2.4.1 Outils statistiques multivariés

La morphométrie géométrique comme traditionnelle nécessitent I’utilisation de différents outils
statistiques multivariés dont les quatre principaux sont : I’analyse en composantes principales (ACP), la
méthode des plaques minces (« thin-plate spline » pour TPS), ’ANOVA et la MANOVA (Metairie
2014) (Fig.8).

L’ACP est I’analyse statistique la plus utilisée en morphométrie géométrique notamment.
L’ACP est un outil statistique qui va créer un espace morphométrique (morphospace), défini par les

composantes principales (CP), dans lesquelles vont se projeter les individus étudiés. Les distances entre
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les individus dans ce morphospace vont montrer les similarités de leurs formes. En morphométrie
géométrique, étant donné que nous travaillons avec des coordonnées de landmarks dites procrustes, elles
sont projetées dans un nouvel espace morphométrique tangent dit de ‘Kendall’(Cucchi et al. 2015;
Paskin et al. 2022). Les ACP menées en MG grace a la fonction gm.prcomp du package R ‘Geomorph ’
sont donc dites de type ‘procrustes’ (Adams et al. 2023). En morphométrie traditionnelle, des ACP
standards sont menées grace au package R ‘Factoshiny’ (Vaissie, Monge, Husson 2021). Ici, elles nous
permettent notamment de mettre en évidence les traits morphométriques contribuants le plus a un
changement de forme d’un individu a 1’autre.

En complément, Bookstein (1991) a proposé I’utilisation d’une fonction statistique TPS (ou
‘thinplate spline’) en association avec la méthode d’analyse procruste généralisée. Cette fonction permet
une représentation graphique des différences de forme entre deux configurations, au travers de grilles
de déformation. Elle permet ainsi la visualisation intuitive des différences de formes en les représentant
des déformations par rapport a un individu moyen. Cette visualisation, qui se fait au travers de « grilles
de déformations » (morphogrid) en deux dimensions est un outil visuel puissant mis au service de la

morphométrie géométrique uniquement (Metairie 2014) (Fig.8).

Les ACP sont souvent appuyées par des analyses de variance (ANOVA) ou des analyses de
variance multidimensionnelle (MANOVA) menées sur les composantes principales (Fig.8). La
MANOVA peut étre vue comme une extension du F-test (ANOVA). L’ANOVA teste s'il y a des
différences significatives entre deux ou plusieurs groupes sur une seule variable. La MANOVA fait la
méme chose, mais sur plusieurs variables. En MG, les variables de forme étant multidimensionnelles
(décrites par les composantes principales des ACP procrustes), la MANOVA est particulierement bien
adaptée (Couette, Navarro, Wilczek 2012; Metairie 2014). Nous 1’utiliserons notamment au cours de ce
travail lorsqu’il s’agira d’étudier 1’effet saisonnier sur la morphologie des gambusies. Cet effet est un
important paramétre & prendre en compte car il influe entre autres sur la maturité sexuelle des gambusies
(Campton, Gall 1988). Pour éviter des problémes de colinéarité entre la date d’échantillonnage et nos
autres variables environnementales relevées, nous considérerons donc un facteur saisonnier a deux
modalités : « Printemps » et « Automne » correspondant aux deux périodes d’échantillonnage réalisées.
Des hypothéses préliminaires, a savoir la normalité multivariée, la linéarité et la non multi-colinéarité
des variables dépendantes sont vérifiées en amont. Enfin, pour une ANOVA comme une MANOVA, la

taille des effets peut étre calculée :

_ SSeffect
SSeffect + SSerror

2

U]

(5)

On considérera alors un effet comme étant important dés lors que n*> 0.14.
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2.4.1 Modéles linéaires mixtes

La derniére partie de notre analyse a pour but, a partir de I’analyse faite par la MG et la MT,
d’étudier les liens entre les variables morphométriques choisies et les variables environnementales telles
que la température, les risques écotoxicologique des pesticides (Qr.pesticide) et des pharmaceutiques
(Qr.pharma) ou encore la conductivité des sites échantillonnés, sans oublier les co-variables
physiologiques présentées en partie 2.1.2 (variables non colinéaires entre elles d’aprés I’annexe 5). Pour
ce faire, nous pouvons réaliser une étude via des modeles linéaires.

Les mode¢les linéaires classiques ont pour conditions d’utilisation : distribution normale des
résidus, indépendance des résidus, homogeénéité de la variance des résidus et relations linéaires entre

variables expliquées et explicatives. Ils sont de la forme :

Yi=a+ BXi+ & (5) Avec :
- Y les données des variables de réponses
- Xles données des variables explicatives

- & ~N(0, o¢?) la variance résiduelle

Dans ce cas d’étude cependant, nos données sont structurées en groupes (chaque groupe étant un site
échantillonné). Des modéles linéaires mixtes sont donc plus appropriés (Foulley 2015). Ces modeles
combinent a la fois des effets fixes spécifiés par les prédicteurs (variables explicatives) et des effets

aléatoires représentant la variation entre les groupes. Ces modéles sont de la forme :

Yi= a + BXi+ & + g (6) Avec cette fois :

- &k ~N (0, o¢?) la variance des effets aléatoires

) - o
- Ei~N(0,0’¢? lavariance résiduelle

Nous réaliserons des modeles linéaires sur deux variables réponses (Fig.8) :

- sur les données issues de I’étude de MG, c’est-a-dire sur des composantes principales de
1’ ACP procruste

- sur certains traits morphométriques issus de 1’étude de MT, c’est-a-dire sur certains log-
shape ratios. Le choix de ces traits morphométriques dépend a la fois de 1’étude de MG et
des résultats des ACP menées dans un second temps 1’ensemble des traits. Enfin, certains
traits morphométriques seront étudiés plus en détail (traits morphologiques de la téte des
gambusies) en lien avec les résultats mis en avant dans la littérature (Rolshausen et al. 2015;
Saha, Konar 1984b; Santi et al. 2021).
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Méthode de sélection de modéle :

Les effets fixes et les effets aléatoires n’ayant pas le méme « statut » au sein du modele, ils ne peuvent

donc pas étre testés symétriquement. La stratégie adoptée pour la sélection de modele est celle proposée

par Zuur et al. en 2009 :

La sélection de modéle débute par proposer un modele « au-dela du modele optimal », c’est-
a-dire un modele ou les effets fixes représentent toutes les variables explicatives et avec le
plus d’interactions possibles entre les variables. Le modele global réalisé sur plusieurs
variables expliquées a pour forme : PC1 ~ T + C + Qr.pesticide + Qr.pharma + Saison +
RGS + RHS + Taille.gono + Site (avec : T la température du milieu, C la conductivité du
milieu, Qr.pesticide et Qr.pharma les quotients de risque en pesticides et en
pharmaceutiques, Saison ’effet saisonnier a 2 modalités Printemps ou Automne, RGS
I’indice gonado-somatique, RHS I’indice hepato-somatique, Taille.gono la taille normalisée
du gonopode et Site I’effet site d’échantillonnage)

Basé sur ce modéle « optimal », on peut tester la structure d’un modéle toujours optimal
mais avec des effets aléatoires. Pour comparer les modéles entre eux, on utilise alors la
méthode REML (Montero, a Fernandez-Avilés, Jorge 2015). (Tableau 3.A). L’effet « Site »
sera ainsi utilisé pour tous les mod¢les en tant qu’effet aléatoire.

Lorsque la structure des effet aléatoires est établie, les AIC (critere d'information d'Akaike),
mesurant la qualité des modeles sont comparées pour trouver le modeéle le mieux adapté et
le plus parcimonieux. L’ AIC est défini comme :

AIC=-2log(L)+2K (8) Avec :
- L lafonction de vraisemblance
(likelihood)

- K e nombre de paramétres estimés

Selon ce critere, un AIC plus petit correspond a un meilleur modele. On notera que si la
différence d’AIC entre deux modéles (AIAIC=AICi—minAIC) est inférieure a 2 (Burnham,

Anderson 2004), nous choisissons le modéle ayant le plus de sens écologique.

Les hypothéses de normalité et d’homogénéité des résidus des modéles sont vérifiées en utilisant

des QQ-plot, I’histogramme des résidus et le graphique des valeurs ajustées. Les corrélations entre

variables sont testées en utilisant les fonction « ggpairs » du package « GGally » et « corrplot » du

package « Corrplot ». Les analyses ont été performées sur R en utilisant le package « Ime4 » (Bates et

al. 2015).
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Tableau 3. Exemple de sélection de modéle. La variable dépendante correspond ici a la composante principale PC1 d’un
ACP procruste menée sur [’'ensemble des données de conformation des individus. 1l s agit d’expliquer PC1 par les variables
environnementales : quotient de risque de pesticides (Qr.pesticide) et de pharmaceutiques (Qr.pharma), Température (T),
Conductivité (C), et le facteur Saison d’échantillonnage (Saison). (A) Sélection d’un modeéle linéaire mixte plutot que d’un
modeéle linéaire a effets fixes. (B) Sélection du meilleur modéle en se basant sur le critere Akaike. (AIC)

A Sélection de modéle (comparaison modéle avec et sans effet aléatoire : méthode REML)
Modéle AIC BIC logLik Pvalue

PC1 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + T + C + Saison  -2189.642 -2161.293  1101.82

PC1 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + T + C + Saison
+ 1|Site_échantillonné

-2239.773 -2207.375 1127.89 <0.0001

B Sélection de modele (tableau AIC)
Modéle AIC AAIC Wi
PC1 ~ T + Saison + 1|Site_échantillonné -2317.306 0.00 0.363
PC1 ~T + C + Saison + 1|Site_échantillonné -2317.245 0.061  0.352
PC1 ~ Qr.pharma + T + C + Saison + 1|Site_échantillonné -2316.197 1.110  0.208

PC1 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + T + C + Saison +
1|Site_échantillonné

-2314.197  3.110  0.077

3. Résultats

3.1 Résultats de morphométrie géométrique

3.1.1 ACP procruste sur I’ensemble du jeu de données et grilles de
déformation
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Figure 9. Analyse en composantes principale (ACP) sur les données de morphométrie géométrique (les coordonnées des
16 landmarks pour 442 individus) de tous les sites échantillonnés (Les centroides des classes sont représentés par des
carrés). Les grilles de déformations représentent les déformations extrémes des conformations le long des axes (x,y) par
rapport a la conformation moyenne (consensus). 19



Les individus sont ici représentés (Fig. 9) sur les deux composantes principales (qui représentent
réciproquement 25.5% et 19.7% de la variation globale de conformation observee entre les individus).
En considérant un seuil minimal de 10% de variation des composantes principales, nous nous
intéresserons donc par la suite uniqguement a PC1 et PC2, les autres composantes étant trop peu
explicatives et interprétables (Annexe. 6). La figure 9 présente en complément de I’ ACP les grilles de

déformation correspondant aux déformations extrémes sur PC1 et PC2 et détaillées en figure 10.
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Figure 10. Grilles de déformation maximales représentées pour les deux principales composantes de
I’ACP (PCI et PC2) ainsi que la visualisation du déplacement vectoriel de chaque landmark entre elles.
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D’aprés la figure 10, il semblerait que la variation de forme le long de I’axe PCI1 soit
principalement associée a la position du landmark 11 et plus spécifiquement donc a I’insertion du
gonopode. Celle-ci semble se déplacer le long de I’axe horizontal Téte-Queue. PC2 décrit
principalement la variation de la courbure du corps, avec le museau (landmarks 1, 2) et le pédoncule
caudal (repéres 7, 8, 9) légérement inclinés vers le bas et les parties ventrales et dorsales (landmarks 5,
6, 11, 17, 18) se déplagant vers le haut, indiquant un aplatissement général de la région ventrale le long
de I'axe. Concernant PC2, ces premiers résultats semblent cohérents vis-a-vis d’autres publications
morphométriques similaires présentes dans la littérature, telles que celle de Meo et al. en 2021 portée
sur la largeur du corps de carassins (Carassius carassius).

L’ACP en figure 9 permet également de différencier certains sites le long de I’axe PClI,
notamment LANSAM (avec des individus ayant un gonopode trés rapproché de la téte) et CADAM,
ME]J ou encore FUM (avec des individus ayant un gonopode ¢éloigné de la téte). Cependant, I’ ACP étant
réalisée sur I’ensemble du jeu de donnée, les sites ont été échantillonnés soit uniquement au printemps
(LEZ, SALAM, SALAV, CADAM, CADAYV, ARC), soit uniquement a I’automne (PAL, OR), ou au
cours de ces deux saisons (CADI, CAZ, FUM, LANSAM, MEJ, PAR, PV, VIS) (Annexe.2). Nous

pouvons donc nous intéresser a I’effet de la saisonnalité sur la morphologie des gambusies.

3.1.2 Effet site et saisonnier sur la morphologie globale des gambusies
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Figure 11. Analyse en composantes principale (ACP) sur les données de morphométrie géométrique des sites
échantillonnés au printemps et a I’automne 2022.
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L’analyse des deux composantes principales de cette nouvelle ACP (contribuant respectivement
a 21.2% et 20.0% de la variation globale) est identique a la précédente ACP (PC1 étant associée a la
position de I’insertion du gonopode et PC2 a la variation de la courbure du corps). Cependant, nous
pouvons constater que cette nouvelle analyse en composante principale différencie cette fois certains
sites le long de I’axe PC1, qui étaient plus regroupés lors de la précédente analyse (notamment CAZ,
CADI et PAR) (Fig.11).

Au vu de la précédente comparaison des figures 9 et 11, nous pouvons réaliser un clustering des
individus (méthode centroide des k-means) suivant leur saison d’échantillonnage. D’apres la figure
12.A, nous constatons une variation plus importante de la forme des individus échantillonnés au
printemps comparativement a ceux échantillonnés a I’automne. Plus précisément (Fig.12.B), la position
du gonopode semble beaucoup plus variable d’un individu a P’autre au printemps par rapport a
I’automne. Les gambusies ont un gonopode proche de la téte en début d’année et plus proche de la queue
vers la fin de I’année. Cette variabilité inter-saison est trés marquée pour certains sites, tels que CADI,
PAR et FUM (pollués par les PCBs, HAPs et pesticides), mais I’est beaucoup moins pour d’autres, tels
gue CAZ et PV (sites « de référence » peu pollués, Fig.1, Annexe.l).
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Figure 12. ACP sur les données de morphométrie géométrique des sites échantillonnés au printemps et a l’automne 2022 :
(A) Clustering des individus suivant les saisons d’échantillonnage (B) Boxplot des valeurs de PC1 par site
Pour estimer la significativité de la variabilité de 1’effet « Saison » et de I’effet « Site » sur la
forme des individus chez les individus étudiés, nous réalisons donc une MANOVA. Les résultats de la
MANOVA (Tableau.3) nous confirment que la conformation des individus étudiés est positivement

corrélée a ’interaction entre I’effet saison et I’effet site (F : 1.860, p-value : 0.001, n? = 0.14).
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Tableau 4. (A) Tableau MANOVA rapportant les résultats d 'une comparaison multivariée évaluant les différences
de forme entre les individus de gambusies étudiés suivant le site la saison ou ils ont été récoltés. (B) Calcul de la
taille des effets (fonction eta_squared du package R « effectsize »)

A MANOVA test
MANOVA Df Pillai F Pr (>F)
Saison 1 0.517 11.79 <0.0001
Site 7 1.850 4.041 <0.0001
Saison*Site 7 0.993 1.860 <0.0001
B Mesure de la taille des effets (effect size) de la MANOVA
Paramétres n2 (partiel) 95% CI
Saison 0.52 [0.43, 1.00]
Site 0.26 [0.18, 1.00]
Saison*Site 0.14 [0.05, 1.00]

3.1.4 Résultats des modeles linéaires mixtes sur PC1 et PC2

Au vu de I’exploration de données et des résultats précédents, nous réalisons des modeles
linéaires mixtes sur les composantes principales PC1 et PC2 de notre premiére ACP globale. D’apreés le
Tableau 3, les effets aléatoires semblent en effet avoir un effet significatif sur les modeles (p-value <
0.001). Les variables biométriques (taille du gonopode normalisé, indices gonado-somatique et hépato-
somatique) ont dans un premier temps été intégrées au modéle global mais n’ont pas permis d’expliquer
une partie de la variance observée. Nous nous attacherons donc a présenter ici les modéles linéaires
mixtes réalisés uniquement sur les variables environnementales relevées (Température Conductivité,

Qr.pesticide, Qr.pharma, effet saisonnier)

Tableau 5. Résultats obtenus pour le meilleur modéle retenu (PC1 ~ T + Saison + 1|Site_échantillonné).
La sélection de ce modele est présentée en partie 2.4.1 par les tableaux 3.A et 3.B et la vérification de la qualité
du modeéle en annexe 8.

Résultats du meilleur modéle sur PC1

Effect denDF F Pvalue
(Intercept) 441 0.2279 0.6333
T 441 10.245 0.0014
Saison 441 60.827 <0.0001

R2 modele : 0.38, R? effets fixes :0.18, R? effets aléatoires : 0.19
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Tableau 6. Résultats obtenus pour le meilleur modele retenu (PC2 ~ Saison + 1|Site_échantillonné). La
sélection et la vérification de la qualité de ce modele sont présentées en annexe 9.

Résultats du meilleur modele sur PC2

Effect denDF F Pvalue
(Intercept) 441 0.03 0.8554
Saison 441 22.35 <0.0001

R2modeéle : 0.21, R? effets fixes :0.04, R? effets aléatoires : 0.17

Concernant PC1 et PC2, les modé¢les retenus sont les plus parcimonieux, c¢’est-a-dire ceux ayant les AIC
les plus faibles (Tableau 3, Annexe 8).

D’aprés le modeéle présenté dans le tableau 5, seules la température (F : 10.245, p-value < 0.001)
et le facteur saison (F : 60.827, p-value < 0.001) ont un effet significatif sur PC1, et donc sur la position
du gonopode chez les gambusies étudiées (les deux effets fixes expliquent 18% de la variation observée).
Les effets des autres variables environnementales (la conductivité et les quotients de risque de pollution
en pesticide et en pharmaceutiques) ne sont pas significatifs.

D’autre part, seule la saison a un effet significatif sur PC2 (F :22.35, p-value < 0.001). A noter
que dans ce second modéle linéaire, I’effet « Site » explique une part de la variance bien plus grande
que celle expliquée par les effets fixes (17% pour les effets aléatoires contre 4% pour les effets fixes).
L’effet site sur la courbure du corps des gambusies semble donc prépondérant. Si la variation de la
courbure du corps des gambusies peut également varier suivant les saisons (les individus étudiés sont
en moyenne un peu plus courbés au printemps comparativement a [’automne), elle semble

principalement aléatoire d’un site a un autre.
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3.2 Morphomeétrie traditionnelle

3.2.1 Analyse préliminaire des log-shape ratios
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Figure 13. Analyse multifactorielle des 18 log-shape ratios calculés pour les 442 individus de [’étude. (A) Cercle
des corrélations. (B) Contribution de chaque log-shape ratio aux principales composantes de 1'’ACP.
Correspondance et description anatomique des traits en Fig.7 et Annexe. 4

Cette premiére analyse multifactorielle de 1’ensemble log-shape ratios (Fig.13) met en évidence
(au travers de I’analyse de morphométrie traditionnelle) les traits morphométriques contribuant le plus
a la variation de morphologie des gambusies. Ainsi, I’axe de déformation majoritaire (Dim1) semble
principalement corrélé a des log-shape ratios liés a la téte des gambusies (tels que HE, HO, OL) et a la
largeur de la queue (TW1). La seconde dimension (Dim2) semble quant a elle fortement corrélée a la
position de I’insertion du gonopode (GT). A partir de ces traits (HE, HO, OL, TW1, GT, EL), une
seconde ACP a été réalisée. Nous complétons la sélection de trait de cette ACP avec le ratio BL
(longueur standard des individus) qui semble a part sur le cercle des corrélations.

Nous pouvons clairement interpréter ici (Fig.14) les deux dimensions (qui expriment 67.52%
de I’inertie totale du jeu de données) de cette nouvelle analyse multifactorielle. La dimension 1 oppose
les individus a grosse téte, aux gros yeux (valeurs élevées de EL, OL, HE et HO sur Dim1) et aux corps
courts (faibles valeurs de BL sur Dim1) aux individus moins trapus a corps longs, aux petites tétes et
aux petits yeux. La dimension 2 est principalement corrélée a la position du gonopode et oppose les
individus aux gonopodes proches de la téte (GT élevé sur Dim2) des individus aux gonopodes proches

de la queue.
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Enfin, d’aprés la figure 14, il semblerait que les poissons échantillonnés a I’automne présentent
en moyenne un corps plus court avec une téte et des yeux plus gros comparativement a ceux
échantillonnés au printemps (mis & part pour les échantillons SALAV, MEJ et OR ou la tendance est
inversée). De plus, les individus prélevés au printemps sur certains sites (LEZ et PAR) ont un gonopode

particuliérement proche de la téte comparativement a I’ensemble des données.
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Figure 14. Analyse multifactorielle de 7 log-shape ratios (BL, EL, OL, HE, HO, GT et TW1) calculés pour les 442 individus
de [’étude. (A) Cercle des corrélations. (B) Contribution de chaque log-shape ratio aux principales composantes de
[’ACP. (C) Graphique des individus représentés suivant leur site d’origine (site échantillonné) et la saison a laquelle ils
ont été prélevés (saison d’échantillonnage).

Légende : BL : longueur du corps ; EL : taille de ['eil ; OL : longueur de l’opercule ; HE : Longueur entre le sommet
de la téte et le centre de ['wil ; HO : Longueur entre le sommet de la téte et le sommet de ['opercule ; GT : distance entre
linsertion du gonopode et la queue ; TW1 : Largeur de la queue (mesure 1)
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3.2.2 Modeles linéaires sur quelques log-shape ratios

Tableau 7. Résultats obtenus pour les meilleurs modeles retenus sur GT : distance entre ['insertion du gonopode et la queue),
TW1 : Largeur de la queue, BL :Longueur du corps, HE :Longueur entre le sommet de la téte et le centre de I’eil, OL :
longueur de 'opercule , HO : Longueur entre le sommet de la téte et le sommet de ['opercule, EL : taille de I'cil.
La selection et la vérification de la qualité de ces modéles sont présentées en annexe 9 a 16

Traits Paramétres  Variables R?
statistiques
Saison T Qr.pesticide  Qr.pharma C Modeéle Effets Effets
fixes aléatoire
GT DenDF 441 441 - - -
Pvalue 0.005 0.039 - - -
TW1 DenDF 441 441 - - -
F 30.615 15.585 - - - 0.36 0.15 0.21
Pvalue <0.0001  <0.0001 - - -
BL DenDF 441 - - - -
F 47.4 - - - - 0.23 011 012
Pvalue <0.0001 - - - -
HE DenDF 441 - - - -
F 42.17 - - - - 0.18 009 0.9
Pvalue <0.0001 - - - -
oL DenDF 441 - - - -
F 45.17 - - - - 0.11 009 002
Pvalue <0.0001 - - - -
HO DenDF 441 - 14 - -
Pvalue <0.0001 - 0.046 - -
EL DenDF 441 441 14 14 -
F 10.81 4.12 6.56 3.27 - 010 007 003
Pvalue 0.001 0.0430 0.0237 0.044 -

Les variables biométriques (taille du gonopode normalisé, indices gonado-somatique et hépato-
somatique) ont été testées et intégrées aux modeles globaux mais aucune d’entre elles n’a permis
d’expliquer la variance observée sur les log-shape ratio. Concernant les variables environnementales, la
conductivité n’apparait pas non plus comme étant un facteur impactant significativement ces mesures
morphométriques (Tableau. 7). A I’inverse, I’effet « Saison » est systématiquement 1’effet contribuant
le plus aux modéles, ce qui nous confirme une différence morphologique globale des individus entre le
printemps et I’automne. Enfin, plus spécifiquement, concernant :

- GTet TW1: Latempérature et la saisonnalité sont les deux facteurs expliquant le mieux la

position de I’insertion du gonopode par rapport a la téte et la largeur de la queue.

- BL, HE et OL : Seul I’effet saisonnier parmi nos variables explicatives contribue a la

variation inter-individuelle de ces trois ratios (& savoir a la longueur moyenne des individus,
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HO

a la taille de ’opercule et a la distance entre le centre de I’ceil et le sommet de la bouche des
individus)

- HO (Fig.15.A) : En plus de I’effet saisonnier, le quotient de risque en pesticide semble
impacter positivement la distance entre 1’opercule et le sommet de la bouche des individus
(et donc sur la longueur de la téte)

- EL (Fig.15.B) : Tous les effets fixes (mise a part la conductivité) influent significativement
sur la taille de I’ceil des individus. On notera cependant un coefficient de détermination
relativement faible (R? = 10%) ce qui laisse suggérer 1’impact d’autres facteurs

prédominants.
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Figure 15. Influence du quotient de risque écotoxicologique des pesticides sur (A) La distance téte-opercule, (B) La
taille de I'eeil A noter : Les deux sites ayant les Qr.pesticide les plus eleves sont réciproquement FUM (Qr.pesticide
= 34.11) et LANSAM (Qr.pesticide = 11.88)

4. Discussion

4.1 La position de ’insertion du gonopode

En premier lieu, on ne confirme pas notre hypothése initiale : la forme des gambusies (méales)
ne semble pas influencée par le niveau de pollution. Compte tenu des précédents résultats et étant donné

que le gonopode est I’appendice copulateur des males, une autre hypothése serait alors que la forme des
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individus soit le plus influencée par la variation du positionnement du gonopode, lui-méme influencé
par la maturité des males. Lors du choix des individus pour mener cette étude, nous nous sommes basés
sur deux criteres principaux : la longueur du corps des males (longueur corporelle minimale a 15 mm)
et un gonopode entiérement différencié et formé. Cependant, il est tout de méme possible que ces
individus soient a stades de maturité différents et c’est pourquoi des variables biométriques, et
notamment 1’indice gonado-somatique, ont été incluses a I’étude. La plupart des auteurs utilisent en effet
le rapport gonado-somatique RGS comme indice de maturité sexuelle (Frangois 1997). La sélection
des variables explicatives lors de la construction des modéles linéaires n’a toutefois pas montré
I’influence significative du RGS. Il semblerait donc que la maturité des individus males étudiés ne soit

pas, en tant que telle, la cause principale de la variation de la position du gonopode.

Une étude menée récemment (Reznick et al. 2021) a permis de montrer que certaines especes
de la famille des Poecillidae (telle que Gambusia Holbrooki) avaient la capacité avant la reproduction
de déplacer I’insertion du gonopode vers 1’avant du corps. Couplé lors de la reproduction par la rotation
a 180 degrés du gonopode, I’avancée du gonopode permet aux males d’approcher et d’inséminer les
femelles par Darriere. Toujours d’aprés cette étude, ce changement de position s’accompagne
généralement en amont d’une élongation de la taille du gonopode et c’est finalement toute la
morphologie des males qui est modifiée (notamment la partie ventrale) pour permettre 1’avancée du
gonopode.

Nous avons également pu constater que la variation de la position du gonopode (PC1 et GT)
allait de pair avec un élargissement ou un aplatissement de la région ventrale (PC2 et TW1) ce qui
coincide avec les résultats émis par I’étude de Reznick et al. en 2021. Une de notre hypothése initiale
était par ailleurs que les gambusies venant de sites pollués avaient des corps plus ronds et plus profonds
que celles provenant de sites non pollués. L’élargissement observé de la région ventrale des poissons ne
semble pas dans notre étude corrélée au niveau de pollution des sites mais plutdt a la position du
gonopode et donc a la période de reproduction des males. L’avancée du gonopode, comme le souligne
I’étude de Reznick et al. en 2021 s’accompagne donc bien d’un élargissement de la région ventrale, sans
pour autant &tre corrélée aux concentrations en polluants (ou a la conductivité) présents dans
I’environnement.

D’autre part, la longueur du gonopode a également été testée dans notre étude sur les variables
morphométriques. Cependant, d’aprés nos résultats, elle ne semble pas étre liée aux changements
morphométriques observés et notamment a 1’avancée de 1’insertion du gonopode (comme on pourrait
s’y attendre d’aprés la publication de Reznick et al., 2021). Nous pouvons ainsi supposer que
I’élongation du gonopode survient a la suite de la différentiation de 1’organe (lors de la maturation
sexuelle des individus) et précéde son changement de position chez la gambusie. Les individus prélevés
sont donc bien tous dans un stade post maturité sexuelle ou leur gonopode s’est allongé ce qui ne permet

donc pas de les différencier sur ce point.
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Conjointement aux males, des femelles ont également été prélevées a chaque échantillonnage
sur ’ensemble des stations étudiées. On observe ainsi les premiers ovocytes matures chez les femelles
a la fin avril et les derniéres pontes semblent avoir lieu mi-septembre d’aprés les suivis. Ceci semble
confirmer que les individus méles étudiés sur la période d’avril a septembre sont bel et bien matures.
Pour certains sites, tel que CAZ ou PV, le gonopode est proche de la téte des individus dés le mois
d’avril ce qui traduit un effort de reproduction dés le mois d’avril (pour les individus prélevés). Les sites
CADAM et CADAYV (situés en amont et en aval de la méme riviére, La Cadoule) ont quant a eux été
échantillonnés une seule fois au mois de mai. Les individus sur ces sites présentent également au mois
de mai un gonopode proche de la téte ce qui traduit donc une premiere reproduction courant mai ou
avril. Enfin, pour certains sites échantillonnés a la fin du printemps (courant juin), tel que LEZ, PAR,
ARC ou encore CADI, la premiére reproduction des individus prélevés semble plus tardive, car le
gonopode est encore relativement loin de leur téte a cette période de I’année. Il faut alors attendre
I’automne (rééchantillonnage d’octobre) pour que 1’ensemble des individus males (sur toutes les

stations) se soient reproduits.

Une interrogation porte donc toujours sur ’explication de cette variabilité morphologique inter-
saison, trés marquée pour certains sites et beaucoup moins pour d’autre. On peut en effet se demander
pourquoi sur certaines stations (telles CAZ ou PV), les males se reproduisent plus t6t dans I’année que
sur d’autres (telles que CADI, PAR et FUM). Nous nous sommes donc intéressés a d’autres facteurs
environnementaux, tels que la conductivité des milieux, mais aussi au risque écotoxicologue lié aux
pesticides ou aux produits pharmaceutiques traduisant la présence plus ou moins importante d’activités
anthropiques. En effet, les sites CAZ et PAU sont les deux sites étudiés les moins pollués, alors que
CADI est pollué par les PCBs, PAR par les HAPs et FUM par les pesticides. Cependant, les modeles
linéaires réalisés ne nous permettent pas de conclure quant a leur impact significatif sur le
positionnement du gonopode chez les gambusies, de méme que pour la conductivité. Ceci nous confirme
également I’ultra-tolérance de la gambusie vis-a-vis des conditions environnementales
contraignantes. Nous pouvons ici supposer la présence d’autres facteurs environnementaux OU
génétiques qui pourraient étre a 1’origine de la variation de la position du gonopode chez la gambusie.
Certaines populations de gambusies sont sans doute soumises a une adaptation locale et potentiellement
a des divergences évolutives. Concernant I’influence d’autres facteurs environnementaux, une récente
étude menée sur la gambusie a par exemple montré que de fortes concentrations en arsenic influencaient

le positionnement mais aussi la taille du gonopode (Smith, Kollus, Propper 2022).

4.2 Analyse et discussion des résultats portant sur d’autres traits
morphométriques

L’une de nos premiéres hypothéses en amont de cette étude était que la présence de polluants
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dans les milieux étudiés (pesticides et pharmaceutiques) contribuait a des différences de morphologie
entre les gambusies de populations séparées. Plus précisément, nous avions un apriori d’aprés la
littérature notamment sur des variations morphologiques au niveau de la téte des poissons : la présence
de polluants devait engendrer des individus avec des tétes et des organes respiratoires plus volumineux.
Les publications sur le sujet concernent en particulier le guppy (Poecilia reticulata), une autre espéce
de la méme famille (Poeciliidés) que la gambusie (Rolshausen et al. 2015; Saha, Konar 1984b; Santi et
al. 2021).

L’étude de morphométrie géométrique n’a pas permis en premier lieu de mettre en évidence des
différences morphologique a ce niveau. C’est une des raisons pour lesquelles en complément, nous
avons réalisé une étude en morphométrie traditionnelle, qui nous permettait de nous intéresser
spécifiquement a ces traits morphologiques. Les ACP menées sur certains traits morphométriques ont
alors permis de mettre en évidence certains log-shape ratio, notamment EL, OL, HE et HO. Les modéles
linéaires réalisés sur OL (la taille de 1’opercule) et sur HE (la distance sommet de la téte — centre de
1’ceil) ne nous permettent pas d’expliquer ces variables par les données de pollution dont nous disposons.
Cependant, il semblerait que EL (la taille de I’ceil) et HO (la distance sommet de la téte — sommet de
I’opercule) dépendent, dans une moindre mesure, de Qr.pesticide et Qr.pharma. La taille de la téte et la
taille de I’ceil semblent donc impactées par la quantité en polluants présents dans le milieu. Ces deux
résultats sont cohérents par rapport a la littérature sur le sujet et permettent de confirmer notre premiére
hypothése initiale : les individus provenant des zones les plus fortement polluée ont des tétes plus
volumineuses. Ces résultats sont toutefois a nuancer, notamment de par des P-values proches du seuil
de significativité (fixé a 0.05). Ceci est lié a une forte variabilité inter-site qui n’a pas pu étre expliquée
avec les variables du jeu de données mises a disposition. Une possibilité serait alors de mesurer d’autres

variables liées aux polluants (bioaccumulation) et a d’autres polluants types métaux.

Concernant plus spécifiquement la taille de I’ceil (trait EL dans notre étude), nous venons
d’évoquer ’effet des pesticides et pharma sur celle-ci, bien que la P-value du modele soit une nouvelle
fois assez proche du seuil de significativité. Au vu de nos résultats, ce paramétre est sans doute influencé
par d’autres parameétres non mesurés, telle que la turbidité de I’eau. (Kimbell, Morrell 2015) ont par
exemple mené une étude sur I’influence de turbidité sur les réponses individuelles et collectives a la
prédation chez les guppys. Dans cette étude, ils précisent que la turbidité de I’eau affecte directement le
développement des yeux de ces poissons. De plus, la turbidité peut étre variable suivant les saisons, ce
qui pourrait expliquer certains de nos résultats. Ce paramétre serait donc intéressant a considérer et a

mesurer dans une prochaine étude.

De maniére générale sur I’ensemble des résultats, pouvons supposer que les concentrations en

pesticides et en polluants ne sont pas assez importantes pour pouvoir mettre en évidence leur implication
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dans des variations morphologiques inter-sites chez la gambusie. Les études précédemment citées
travaillaient avec des concentrations en polluants bien supérieures a celles de notre cas d’étude. Pour
prouver I’impact réel des pesticides et des produits pharmaceutiques sur la morphologie de la gambusie,
il conviendrait donc, en complément des variables supplémentaires a mesurer évoquees précédemment,
de prévoir des expériences complémentaires en microcosmes avec de plus fortes valeurs en polluants

(expériences en cours de réalisation au moment de la rédaction de ce rapport).

4.3 Limites de I’étude et perspectives

4.3.1 Données photographiques et morphométriques

Dans notre étude, nous avons inclus 442 individus males et nous avons travaillé a partir de
photographies de ces derniéres prises sur le terrain. Bien que ce hombre soit cohérent avec les effectifs
utilisés pour la plupart des études morphométriques présentes dans la littérature, un plus grand nombre
d’individus a étudier permettrait sans doute d’affiner les résultats. De plus, au vu de la taille relativement
petite des individus étudiés (taille comprise entre 15 et 35 mm), il était trés compliqué pour
I’expérimentateur de fixer les poissons sur un support au moment de la prise des photos. Les poissons
ont donc seulement été posés dans des bacs sur le flanc droit avant d’étre photographiés, ce qui peut
Iégérement faire varier les résultats morphologiques obtenus d’un individu a I’autre.

Plusieurs tris ont été nécessaires afin de baser 1’étude sur des photographies correctement prises
et nettes. En effet, la qualité des photographiques est une des variables importantes a prendre en compte.
Evin et al. en 2020 ont notamment démontré 1’importance de réaliser plusieurs photographies pour un
méme individu, dans le but d’optimiser la digitalisation des landmarks. Cette étape est cependant trés
couteuse en temps et ¢’est pourquoi dans notre cas une seule photo par individu a été prise (et/ou

conservée).

Pour affiner le calcul de I’erreur de digitalisation, il aurait également été judicieux d’étudier une
variabilité intra-expérimentateur, pour déterminer ’erreur de digitalisation des landmarks spécifique a
I’expérimentateur. Pour rappel, le calcul de I’erreur de digitalisation consistait ici & évaluer le manque
de précision lors du pointage des points homologues entre les différents individus. La méthode choisie
a donc été de dupliquer les photographies et digitaliser les landmarks sur I’ensemble de celles-ci pour
évaluer I’erreur moyenne entre les deux réplicats de digitalisation. Une autre possibilité encore aurait
été de reproduire un grand nombre de fois (n > 10) la digitalisation des 18 landmarks mais sur un petit
échantillon de photographies. L’avantage de cette méthode est d’optimiser le calcul de I’erreur de
répétabilité, car les mémes landmarks sont pointés sur une méme photographie un trés grand nombre de
fois. L’inconvénient cependant de cette méthode est la mauvaise représentativité de I’ensemble du jeu

de données. Les photos ayant été prises a des périodes différentes et & des heures différentes de la
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journée, la luminosité varie donc d’une photo a I’autre ce qui affecte leur qualité et donc la qualité de la
digitalisation. La méthode utilisée pour estimer I’erreur de digitalisation est représentative de I’ensemble

du jeu de données.

4.3.2 Choix des modeles linéaires mixtes

Au cours de I’étude de MG et de MT, des modéles linéaires mixtes ont été menés. Le modéle
global le plus général comprenait alors I’ensemble des données environnementales (T, C, Qr.pesticide,
Qr.pharma, Saison d’échantillonnage) et des données biométriques (RGS, RHS, Taille du gonopode).
La sélection des meilleurs modéles a été en premier lieu réalisée a partir du critére d’Akaike (AIC).
Cependant, pour plusieurs variables expliquées, les différences d’AIC (AAIC) entre modéles sont
relativement faibles (inférieures a 2), ce qui ne nous oblige donc pas nécessairement a choisir les
modeles les plus parcimonieux. Ainsi, lorsque nous avions un AAIC < 2, nous avons sélectionné les
modeles ayant le plus de sens écologiquement parlant et explicables par de précédentes publications

relevées la littérature.

Ainsi, pour I’analyse en morphométrie géométrique, les modéles les plus parcimonieux
expliquant PC1 et PC2 sont les modéles avec la température et la saison comme variables explicatives
(de mémes que pour les modéles expliquant les ratio GT et TW1 de I’analyse de MT). L’analyse de ces
variables (comme nous I’avons fait précédemment en partie 4.1) est alors également permise par des
références disponibles dans la littérature. Il n’y est jamais par exemple mentionné 1’influence de la
conductivité sur la position du gonopode donc il fait d’autant plus de sens de sélectionner les modéles
ne comportant pas cette variable. Concernant les ratios HO et EL, le raisonnement est semblable. Cette
fois ci cependant, étant donné qu’il est mentionné dans la littérature I’influence de polluants sur la
morphologie de la téte des poissons de la famille des Poecillidés, les modeles sur ces deux ratios

(Tableau.7) semblent les plus adaptés.

D’autre part, la morphologie des gambusies dépend fortement du site et de la population dont
elles sont issues. Cet effet prend en compte d’autres variables écologique difficiles a quantifier et a
analyser (et méme a identifier). La pression liée a la prédation (Kimbell, Morrell 2015; Meo et al. 2021),
I’impact non quantifiable 1i¢ aux activités humaines, la courantologie ou encore certaines données
d’ordre génétiques font partis des facteurs potentiels inclus dans cet effet « Site ». Toutes ces autres
variables non mesurées sur les stations apportent ainsi du bruit dans 1’étude des variations des variables
morphologiques étudiées et c’est la raison pour laquelle les R? des modeles sont relativement faibles
(nous ne sommes pas capables en de mesurer I’ensemble des variables qui affectent le trait que 1’on
étudie). Concernant enfin la génétique des populations de gambusies, des données sont en cours

d’analyse mais n’étaient pas disponibles lorsque cette étude a été mence.
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4.3.3 Methodes morphométriques et alternatives

Il est enfin nécessaire de revenir sur les méthodes utilisées, tant pour la morphométrie
géométrique que traditionnelle.

Au cours de cette étude, ces deux méthodes utilisées se basent sur un ensemble de 18 points de
repéres, homologues entre tous les individus. Ces 18 landmarks ont été choisis soigneusement de
maniere a caractériser au mieux la morphologie des gambusies. En morphométrie, il est possible, en
complément des landmarks dit « reels » de définir des semi-landmarks qui peuvent étre choisis pour
remplir I’espace entre deux landmarks « réels ». Ils permettent de définir de maniére plus fine des
courbes des formes étudiées et sont donc un atout pour 1’étude morphométrique qui s’en suit. 1l ne faut
de plus que peu de semi-landmarks pour représenter une courbe dans son entiereté (MacLeod 2011).
Cependant, cette méthode est tres couteuse en temps (et encore plus sur un échantillon de 442 individus).

C’est la raison pour laquelle seuls des landmarks « réels » ont été digitalisés pour mener cette étude.
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Figure 16. Ensemble de données alternatives pouvant représenter les aspects géométriques d 'un objet ou la forme
d’un spécimen. (B) Landmarks représentés en rouge (C) Landmarks de début et de fin de contour indiqués en bleu
et semi-landmarks représentes en vert. (MacLeod, 2017)

Il est généralement plus courant de mener une étude de MT sur des distances euclidiennes
mesurées a I’aides de logiciels tels que ImageJ plutot que d’utiliser des landmarks tels que nous ’avons
fait ici. Les gains en temps mais aussi en précision en sont les deux principaux moteurs. A partir des
coordonnées de deux points, il est en effet assez simple d’en déduire la distance qui les sépare. De plus,
le fait d’utiliser des données communes (en ’occurrence ici les landmarks) aux deux approches de
morphomeétrie traditionnelle et de morphométrie géométrique nous permettait aisément de faire le

parallele et le rapprochement entre les deux.
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Annexes

Annexe 1 : Présentation du plan d’échantillonnage : nombre d’individus échantillonnés par site
et retenus pour 1’étude

Nombre
Sites échantillonnés retenus d’individus
retenus
) Nombre Abréviation Date
Nom du site )y ) o ) } Males
d’échantillonnage attribuée d’échantillonnage

Paul-Valery 2 PV 27/04/2022 17
PV2 12/10/2022 15

Cazarils 3 CAZ 06/04/2022 19
CAZ2 05/05/2022 21

CAZ3 13/10/2022 15

Le Lez 1 LEZ 16/06/2022 22
Port Arianne 2 PAR 14/06/2022 20
PAR2 20/10/2022 15

Le Lez (Méjean) 2 MEJ 14/06/2022 18
MEJ2 28/10/2022 15

Le Lez (Palavas-les-Flots) 1 PAL 06/10/2022 12
Le Salaison Amont 1 SALAM 14/04/2022 27
Le Salaison Aval 1 SALAV 14/04/2022 19
La Cadoule Amont 1 CADAM 04/05/2022 21
La Cadoule Aval 1 CADAV 04/05/2022 19
Canal de Lansargues 2 LANSAM 21/04/2022 24
Amont LANSAM?2 19/10/2022 14
Etang de I’Or 1 OR 06/10/2022 12
Canal de Vistre 2 VIS 19/04/2022 21
VIS2 18/10/2022 15

Canal de Fumemorte 2 FUM 25/04/2022 18
FUM2 26/10/2022 17

L’Arc 1 ARC 22/06/2022 8
La Cadiére 2 CADI 21/06/2022 23
CADI2 26/10/2022 15
TOTAL 16 SITES 25 442

Sites en eau salée
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Annexe 2 : Description de chaque site échantillonné

Nom du site Type Salinité Pollution

(Abréviation attribuée)

PV Point d’eau Eau douce Peu pollué

CAZ Point d’eau Eau douce Peu pollué

LEZ Cours d’eau Eau douce Peu pollué

PAR Port Eau douce Pollution moyenne en HAPs

MEJ Etang Eau salée Peu pollué

PAL Cours d’eau Eau salée Pollution moyenne en HAPs

SALAM Cours d’eau Eau douce Peu pollué

SALAV Cours d’eau Eau salée Moyennement pollué en
pesticides

CADAM Cours d’eau Eau douce Moyennement pollué en
pesticides et pharmaceutiques

CADAV Cours d’eau Eau douce Moyennement pollué en
pesticides et pharmaceutiques

LANSAM Canaux de drainage Eau douce Forte en pesticides et
pharmaceutiques

OR Etang Eau salée Peu pollué

VIS Canaux de drainage Eau douce Moyennement pollué en
pesticides et pharmaceutiques

FUM Canaux de drainage Eau douce Forte en pesticides

ARC Cours d’eau Eau douce Moyennement pollué en
pesticides et pharmaceutiques et
fortement pollué en PCBs

CADI Cours d’eau Eau douce Forte par les PCBs et HAPs

Moyenne par les pesticides et les
molécules pharmaceutiques
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Annexe 3 : Protocole de traitement des photos et de digitalisation des landmarks

Renommer les photos par population

La premiere étape est de trier et renommer toutes les photos par population.

Dans notre cas d’étude, chaque population est séparée des autres et les photos sont mises dans un dossier
spécifique (donner un nom clair au dossier contenant les photos d’une population donnée). Ne conservez
que la meilleure photo par individu et la renommer de fagon claire, du type : NOMPop_M(ou F si
femelle) Numerolndividu

- Si votre étude vous contraint a étudier séparément males et femelles, créez deux nouveaux
dossiers Males et Femelles et y copiez/collez les photos renommées correspondantes.
- Autrement, créez un dossier global contenant toutes les photos renommées.

Trier aléatoirement les photos au sein d’un dossier Windows

L’idéal dans ce type d’étude de landmarking est de diluer I’erreur de répétabilité de I’expérimentateur.
Plutét que d’analyser les photos population par population, il est préférable de trier aléatoirement toutes
les photos au sein de vos dossiers a étudier.

Il n’est pas possible de réaliser un tri du type aléatoire au sein de Windows. L’alternative est de
renommer aléatoirement chaque photo.

Pour ce faire, téléchargez ce fichier :
https://www.howtogeek.com/wp-content/uploads/2011/04/RandomNames.zip

Ce fichier (fichier compressé de la forme .zip) contient un fichier de commande Windows. Placez ce
fichier de commande (nommé RandomNames) dans le dossier photo que vous souhaitez trier et ouvrez-
le.

Une fenétre WiIldOWS s’ouvre CAWINDOWS\system32\emd. X 1= [ v
alors. Il vous suffit d’écrire « OK » IR
A Written By: Jason Faulkner
dans la commande et le fichier |l
s’exécute et renomme
aléatoirement Chaque phOtO You are about to randomly rename every file in the following folder:

contenue dans votre dossier.

1 va vous créer automatiquement A file named __Translation.txt will be created which allows you to undo this.
Warning: If __Translation.txt is lost/deleted, this action cannot be undone.

un fichier xt (210]aal00 I Tvpe "ok to continue.
« _Translation » avec |
I’équivalence entre le nom original
des photos et les noms random attribués. Pour interpréter par la suite ce fichier, ouvrez-le et supprimez
la deuxieme ligne ne contenant que des pointillés. 1l faut également retirer les « .JPG » des noms des
photos. Pour cela, allez dans « Modifier » puis « remplacez ». Dans la premiére ligne écrivez « .JPG »
et dans la seconde n’écrivez rien. Cliquez sur « remplacez tout ».

D:\dossier stagiaire\stage_matteo\photo\MIX\
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Landmarking dans TPS

1) Création d’un fichier TPS dans tpsUtil64

Ouvrez tpsUtil.

Dans « Operation », sélectionnez « Build tps file from images » puis cliquez sur « Imput ». Recherchez
votre dossier photo et cliquez sur la premiére photo au sein du dossier. Spécifiez maintenant un
« Output » en indiquant le nom du fichier TPS que vous souhaitez créer (je vous conseille de créer le
fichier TPS au sein du dossier photo sélectionné en « Imput »). Cliquez ensuite sur « Setup » et vérifiez
gue toutes les images ont bien été sélectionnées. Cliquez sur « Create » et vérifiez que le fichier TPS a
bien été créé avant de fermer tpsUtil.

1
File Operations Options Help CAZ F_16.0PG & Actions
. CAZ_F_17.JPG
Operation Actions CAZ F 18.JPG 4 Up/| ¥ Dn
Build tps file from images v| | setup | CAZ F_190PG | Exclude all
= CAZ_F_20.JPG
Close CAZ_F_21.1PG Include all
Input directory CAzF_22.IPG Sort
CAZ_F_23.JPG
Input CAZ_F_24.JPG Include path?
D:\dossier stagiaire\stage_matteo\photo\S1_CAZARILS CAZ_F_25.1PG | " Create |
CAZ_F_26.JPG
Cutput file - =
CAZ F_27.0PG X Cancel
Cutput CAZ_F_28.JPG
Dr\dossier stagiaire\stage_matteo\photo\S1_CAZARILS CAZ F_290.JPG File to be created:
CAZ_F_30.0PG TPS_FILE TPS
™ raz £ 20 1P -

2) Landmarking dans tpsdig264

Vous désormais ouvrir tpsdig264, cliquer sur « File » puis « imput source » et sélectionner le fichier
TPS que vous venez de créer.

La premiére étape consiste a attribuer une échelle a toutes les photos d’individus. Je vous conseille de
digitaliser en premier lieu toutes les échelles une a une et de revenir ensuite sur les photos pour digitaliser
dans un second temps les landmarks. Pour se faire, aller dans « Option » puis « Image Tools » (ou
cliquez sur & ). Une nouvelle fenétre s’ouvre. Cliquez sur « Set scale », mesurez une distance
identifiée sur votre photo, puis renseignez la distance correspondante dans « Reference length », cliquez
sur « Ok » et fermez la fenétre. Vous pouvez passer a I’image suivante.

Une fois les échelles digitalisées, vous pouvez digitaliser les landmarks. Attention, il faut respecter le
méme ordre de digitalisation des landmarks pour tous les individus (le landmark n°10 doit étre le 10™
a étre placé pour le 1% comme pour le 30°™ individus). Pour digitaliser les landmarks, il vous suffit de
cliquer sur I’outil -ﬂ}

Une fois tous les landmarks digitalisés, veuillez a sauvegarder votre nouveau fichier TPS. (file -> Save
data).
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Annexe 4 : Description anatomiques et justification des landmarks utilisés pour I’étude

- . Type de v I .
Landmarks Description anatomique Bookstein Reférences bibliographiques
1 Point le plus postérieur premaxillaries I (Lacorte et al., 2015)
2 Point le plus antérodorsal du I (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
prémaxillaire Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
3 Indentation a I’extrémité postéro- I (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
dorsale de la téte Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
4 Landmark placeé a la verticale du Il (Meo et al., 2021)
landmark 11 sur la partie dorsale du
corps
5 Insertion antérieure de la nageoire I (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
dorsale Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
6 Insertion postérieure de la nageoire I (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
dorsale Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
7 Insertion dorsale de la nageoire caudale I (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
8 Pointe postérieure de la plaque hypurale I (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
9 Insertion ventrale de la nageoire caudale I (Lacorte et al., 2015; Martin et al., 2014)
10 Landmark placé a la verticale du I
landmark 6 sur la partie ventrale du
corps
11 Insertion antérieure du gonopode I (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
12 Bord supérieur de I’ceil Il (Martin et al., 2014)
13 Centre de I’ceil Il (Langerhans and Makowicz, 2009;
Martin et al., 2014)
14 Bord inférieur de I’ceil I (Martin et al., 2014)
15 Point de prolongement maximum de I (Lacorte et al., 2015)
I’opercule sur le profil latéral
16 Insertion de I’opercule avec la partie | (Lacorte et al., 2015; Langerhans and
ventrale du corps Makowicz, 2009; Martin et al., 2014)
17 Insertion dorsale de la nageoire I (Langerhans and Makowicz, 2009;
pectorale Martin et al., 2014)
18 Insertion ventrale de la nageoire Il (Martin et al., 2014)

pectorale

Landmarks utilisés uniquement dans I’étude morphométrique dite « traditionnelle »
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Annexe 5 : Description anatomiques des traits mesurés sur les gambusies et utilisés pour

P’analyse en morphométrie traditionnelle

Traits Landmarks impliqués Description anatomique
HL 2-3 Longueur de la téte
HW 3-16 Largeur de la téte
ML 1-2 Profondeur de la bouche
EL 13-14 Taille de I’ceil
HE 913 I:ongueur entre le sommet de la téte et le centre de
I’ceil
oL 15-16 Longueur de I’opercule
HO 2-15 Longueur entre le sommet de la téte et ’opercule
HG 211 Longueur entre le sommet de la téte et I’insertion du
gonopode
GT 11-8 Longueur entre I’insertion du gonopode et la queue
BL 2-8 Longueur du corps
BW 4-11 Largeur maximale du corps
TW1 6-10 Largeur de la queue (mesure 1)
TW2 7-9 Largeur de la queue (mesure 2)
Longueur entre le sommet de la téte et I’insertion
HP 2-17 -
dorsale de la nageoire pectorale
Longueur entre le sommet de la téte et I’insertion de
HD 2-5 .
la nageoire dorsale
DL 5-6 Longueur de la dorsale
Longueur entre I’insertion postérieure de la nageoire
DT 6-7 :
dorsale et la nageoire caudale
PL 17-18 Longueur de I’insertion de la nageoire pectorale
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Annexe 6 : Visualisation des corrélations entre les variables explicatives (biotiques et abiotiques)
choisies pour mener I’étude.
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Annexe 7 : Résultats préliminaires de ’ACP menée sur ’ensemble des coordonnées procrustes
des landmarks digitalisés. (A) Visualisation (boxplot) des 6 premiéres composantes principales
de PACP suivant les 16 sites échantillonnés. (B) Pourcentage de variation expliqué par les 10
principales composantes de I’ACP (décomposition de I’inertie du jeu de données).
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Annexe 8 : ACP sur les données de morphométrie géométrique de tous les sites échantillonnés. Boxplot

des valeurs de PC1 par site
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Annexe 9 : Vérification de la qualité d
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Annexe 10 : (A) Tableau AIC présentant la sélection de modele réalisée sur PC2. (B)

Vérification de la qualité du modeéle choisi sur PC2

A

Sélection de modéle (tableau AIC)

PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

Modéle

PC2 ~ Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

AIC
1168.064

1169.595
1171.407
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Annexe 11 : (A) Tableau AIC présentant la sélection de modeéle
(B) Veérification de la qualité du modele choisi sur GT

A

réalisée sur le ratio GT

Sélection de modéle (tableau AIC)

Modéle

PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~ Qr.pesticide + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

AIC
-1416.945

-1419.025

-1418.955

-1417.441

-1415.441

AAIC
2.080

0.000

0.070

1.584

3.584

Wi
0.120
0.340
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Annexe 12 : (A) Tableau AIC présentant la sélection de modele

(B) Vérification de la qualité du modele choisi sur TW1

A

réalisée sur le ratio TW1

Sélection de modéle (tableau AIC)

PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné

Modéle

PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~ Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné

AIC
-1031.647

-1051.521

-1051.217

-1049.231

-1047.323

AAIC
19.874

0.000

0.305
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Annexe 13: (A) Tableau AIC présentant la sélection de modele réalisée sur le ratio BL
(B) Veérification de la qualité du modele choisi sur BL

A
Sélection de modéle (tableau AIC)
Modéle AIC AAIC Wi
PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné -2137.065 0.000  0.015
PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné -2135.201 1.864  0.198
PC2 ~C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -2135.647 1.418  0.247
PC2 ~ Qr.pesticide + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -2131.963 5.102  0.039

PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -2130.039 7.026  0.015
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Annexe 14 : (A) Tableau AIC présentant la sélection de modeéle réalisée sur le ratio HE

(B) Veérification de la qualité du modele choisi sur HE

A
Sélection de modéle (tableau AIC)
Modéle AIC AAIC Wi

PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné -1165.080 0.000  0.585
PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné -1163.081 1.999  0.215
PC2 ~C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -1161.548 3.532  0.100
PC2 ~ Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -116.528 4.552  0.060
PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -1159.673 5.407  0.039

B

Histogramme des residus Normal Q-Q Plot
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Annexe 15: (A) Tableau AIC présentant la sélection de modéle réalisée sur le ratio OL

(B) Veérification de la qualité du modele choisi sur OL

A
Sélection de modéle (tableau AIC)
Modéle AIC AAIC Wi
PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné -722.433 0.459  0.165
PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné -723.991 0.000  0.360
PC2 ~ C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -723.729 0.877 0.316
PC2 ~ Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -719.744 0.120  0.043
PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -721.738 0.324  0.117

Histogramme des residus MNormal Q-Q Plot

8]
'

count
¥

]
5]
'

"

i

R -
[=]

' '
-2 0
res

Valeurs ajustees

, . .
27 e ® -
-~ L) - -
T !: . o
ot 3y ] B o
::. -8 .' .'. .::
Y .i!s-i: EPRE
© H B " ‘ :
I E §iils
. iEIl L :& -
. -
t!::g 39 1 ..
.i % 5 i:. '0:3
te se T .
AR TEY N
- > e O -
-2 " - -
- -
2L || )
0.79 0.78 0.77 -0.76 0.75 0.74 0.73

-

54



Annexe 16 : (A) Tableau AIC présentant la sélection de modéle réalisée sur le ratio HO
(B) Veérification de la qualité du modele choisi sur HO

A
Sélection de modéle (tableau AIC)
Modéle AIC AAIC Wi
PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné -1034.987 0.149  0.080
PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné -1036.255 0.280  0.150
PC2 ~ C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -1037.112 0.430  0.230
PC2 ~ Qr.pharma + T + Saison + 1|Site_échantilloné -1038.799 0.000  0.535

PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -1029.383 9416  0.005

B
Histogramme des residus MNormal Q-Q Plot
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Annexe 17 : (A) Tableau AIC présentant la sélection de modele réalisée sur le ratio EL
(B) Veérification de la qualité du modele choisi sur EL

A
Sélection de modele (tableau AIC)
Modéle AIC AAIC Wi

PC2 ~ Saison + 1|Site_échantilloné 1168.064 0.653  0.280
PC2 ~ T + Saison + 1|Site_échantilloné -711.044 1.000 0.428
PC2 ~C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -708.352 0.260  0.111
PC2 ~ Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -706.879 4.165  0.053
PC2 ~ Qr.pesticide +Qr.pharma + C + T + Saison + 1|Site_échantilloné -708.613 0.296  0.127

B

Histogramme des residus Normal Q-Q Plot
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