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Breve

L’anhydrobiose et la reviviscence des tardigrades: une
approche expérimentale

Alexandra DELACRETAZ!

DEeLAcRETAZ A., 2021. L’anhydrobiose et la reviviscence des tardigrades: une approche expérimentale.
Bulletin de la Société Vaudoise des Sciences Naturelles 100: 163-171.

Résumé

Les tardigrades sont des animaux pluricellulaires d’une taille allant de 0,1 & 1,5 millimetre, que 'on
retrouve dans une grande diversité de milieux et survivants 4 des conditions environnementales
extrémes. Cela s'explique par leur capacité 4 se mettre en cryptobiose, un état de stase leur
permettant de se protéger pendant une longue période d’un stress abiotique. Uanhydrobiose, la
forme de cryptobiose la plus répandue, consiste en une déshydratation du corps du tardigrade
qui lui permet de survivre 4 des conditions de stress hydrique intense. Durant cette étude, je me
suis intéressée au processus d’anhydrobiose chez ces animaux, et plus particulierement au lien
entre le temps passé en anhydrobiose et le temps de reviviscence, c’est-a-dire le temps nécessaire
aux tardigrades pour retrouver une activité normale. Pour cela, j’ai collecté des tardigrades
pres de Lausanne et j’ai mené des expériences dans le but de réussir a reproduire la mise en
anhydrobiose et la reviviscence des tardigrades en condition de semi-laboratoire. Une fois cette
étape terminée, j’ai mesuré le temps de reviviscence de groupes de huit tardigrades exposés a six
durées d’anhydrobiose différentes. Mes résultats ont montré que les tardigrades prennent plus de
temps 4 sortir de leur état de stase lorsque celui-ci a duré longtemps. La raison de cette durée plus
longue de la reviviscence aprés une longue anhydrobiose pourrait étre que, plus le temps passe,
plus les tardigrades sont profondément déshydratés. Ils prennent alors plus de temps a se remettre
de 'anhydrobiose et 2 recommencer & métaboliser correctement. Ceci concorde donc avec les
résultats attendus et mes résultats permettent de comprendre un peu mieux I'anhydrobiose,
phénomene essentiel a la survie du tardigrade.

Mots-clés: Cryptobiose, Eutardigrada, Heterotardigrada, Echiniscus, Suisse.

DEeLACRETAZ A., 2021. Anhydrobiosis and revival in tardigrades: an experimental approach. Bulletin de la
Société Vaudoise des Sciences Naturelles 100: 163-171.

Abstract
Tardigrades are multicellular animals ranging in size from 0.1 to 1.5 millimeter, found in a wide
variety of environments and surviving extreme environmental conditions. This is due to their
ability to enter cryptobiosis, a state of stasis that allows them to protect themselves for a long
period of time from abiotic stress. Anhydrobiosis, the most common form of cryptobiosis, involves
dehydration of the tardigrade body allowing it to survive intense water stress conditions. During
this study, I was interested in the process of anhydrobiosis in these animals, and more particularly
in the link between the time spent in anhydrobiosis and the time of revival, i. e. the time required
for the tardigrades to regain a normal activity. For this purpose, I collected tardigrades near
Lausanne and conducted experiments in order to successfully reproduce the anhydrobiosis and
the revival of tardigrades in semi-laboratory conditions. Once this was achieved, I measured the
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revival time of groups of eight tardigrades exposed to six different anhydrobiosis durations. My
results showed that tardigrades take longer to emerge from their stasis state when it lasted for a
long time. The reason for this longer duration of revival after a long anhydrobiosis could be that
the more time passes, the more deeply dehydrated the tardigrades are. They thus take longer to
recover from anhydrobiosis and to start metabolizing properly again. This is therefore consistent
with the expected results and my results allow to understand a little bit better the anhydrobiosis,
a phenomenon essential to the survival of tardigrades.

Keywords: Cryptobiosis, Eutardigrada, Heterotardigrada, Echiniscus, Switzerland.

INTRODUCTION

Les tardigrades vivent dans une grande diversité de milieux, allant de la goutti¢re d’un toit,
aux montagnes de 'Himalaya en passant par les fonds marins. Découverts au xvin® siecle, ils
mesurent entre 0,1 et 1,5 millimetre et vivent dans des mousses, des algues ou des lichens sur
tous les continents (PERROT 2010). Souvent surnommés oursons d’eau d’apres leur apparence
trapue, ils peuvent supporter, entre autres, un rayonnement intense, des températures extrémes
et le vide spatial (CHAVEZ ez 2l 2019). En effet, afin de résister 4 ces conditions hostiles, les
tardigrades ont développé des capacités de survie exceptionnelles et ce sont ces adaprations qui
leur ont permis de coloniser toutes sortes de milieux sur 'ensemble du globe.

Les tardigrades sont capables de se mettre en état de cryptobiose, un état dans lequel leur
métabolisme est presque arrété (il ne fonctionne qu'a 0,01 % de son activité normale). Cette
capacité les rend aptes a survivre dans des conditions extrémes et dans des milieux hostiles
en les protégeant pendant une longue durée d’un stress abiotique, comme un manque ou un
excés d’eau. Une fois les conditions adéquates de vie rétablies, les tardigrades vont commencer
une étape de reviviscence, durant laquelle ils vont se réanimer afin de revenir 2 la vie active.
Cette reviviscence se fait en quelques minutes voire en quelques heures, et les tardigrades se
remettent rapidement a se déplacer et a se nourrir normalement. Les ceufs de tardigrades ont
cette méme capacité et peuvent se réhydrater et continuer avec succes leur développement
apres un épisode de cryptobiose (Horikawa ez al. 2012).

Il existe plusieurs modes de cryptobiose en fonction du stress rencontré : 'anhydrobiose se
manifeste lors d’un stress hydrique, 'anoxybiose lors d'un manque d’oxygéne et 'osmobiose
si la salinité de I'eau est trop forte, ou en présence de rayons ionisants. Les tardigrades peuvent
aussi s'enkyster (une sorte de cryptobiose) lorsqu’ils subissent des dommages ou souffrent du
manque de nourriture (CLAUSEN ez a/. 2014). Ils se ramassent alors dans leur cuticule en atten-
dant des conditions plus favorables. Lanhydrobiose est le principal mode de cryptobiose, et
également celui que I'on connait le mieux (TirarD 2003).

Pour se mettre dans cet état d’anhydrobiose, les tardigrades doivent se déshydrater et leur
teneur en eau passe alors de 80 % a 2 % (GriME 2017). Ils se rétractent et forment une sorte
de boule compacte et dure, appelée tonnelet (figure 1A). Leur métabolisme fonctionne alors si
lentement qu'il est difficile de s'assurer qu'ils sont encore en vie. Lanhydrobiose permet aux tar-
digrades, en plus du manque d’eau, de se protéger des températures extrémes (d’environ -200 °C
a +150 °C dépendamment de la durée d’exposition a cette température et de I'espéce de tardi-
grade), des pressions des fonds marins et du rayonnement (rayons X et ultraviolets). Les tardi-
grades peuvent étre prisonniers de la glace pendant des dizaines, voire des centaines d’années et
ensuite revenir a la vie en un temps allant de la minute a quelques heures (JamerL 2015). Cette
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Figure 1. A: Tardigrade de la classe Heterotardigrada et du genre Echiniscus en anhydrobiose B : Semi-laboratoire
ou s'est déroulée |'expérience C: Tardigrade de la classe Heterotardigrada et du genre Echiniscus a |'état actif D:
Tardigrade de la classe Eutardigrada a I'état actif.

spécificité est particulierement remarquable car chez la plupart des étres vivants, le gel induit la
formation de cristaux de glace a I'intérieur des cellules, qui finissent par exploser. Chez les tardi-
grades, la cristallisation de I'eau a lieu entre les cellules et non pas a lintérieur, ce qui évite leur
destruction. Des molécules particuliéres, synthétisées par les tardigrades lors de leur mise en état
d’anhydrobiose, sont 4 I'origine de ce phénomene. Il s'agirait du glycérol, un sucre qui remplace
'eau comme une sorte d’antigel et qui protege les membranes de 'oxydation (WricHT 2001),
ainsi que le tréhalose, un glucide présent en grande quantité dans le corps des tardigrades lors
de I'anhydrobiose (Taria & KosHranp 2014). D’autres protéines spécifiques aux tardigrades
contribueraient également 4 protéger les corps des tardigrades et leur organisation a I'échelle
moléculaire lorsqu’ils sont déshydratés (BooTHBY ez 2l 2017). Il a été montré que les tardi-
grades ont besoin que la dessiccation se fasse lentement pour que leur métabolisme ait le temps
de synthétiser ces molécules durant la mise en anhydrobiose (Jonsson & CzerNEKOVA 2016).
Toutefois, les recherches actuelles sur le sujet sont récentes et peu nombreuses.

DeLacreTaz A. - L'anhydrobiose et |a reviviscence des tardigrades.
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Les mécanismes de cette capacité de survie sont encore méconnus mais 'intérét que la
communauté scientifique leur porte est croissant. On se doute en effet que ces capacités pour-
raient étre directement utiles aux humains, que ce soit dans la recherche scientifique ou pour
développer de nouvelles technologies médicales. La cryptobiose, qui est la principale faculté
de survie des tardigrades, pourrait par exemple étre utile dans la médecine afin de cryogéniser
une cellule, un organe (voire le corps humain entier) sans les détruire, ou pour prolonger la
durée de vie d’un vaccin.

Dans cette étude, j’ai cherché a mieux comprendre le processus d’anhydrobiose et a ré-
pondre & deux problématiques: (i) dans quelle mesure peut-on reproduire I'anhydrobiose des
tardigrades en condition de semi-laboratoire? Et (ii) dans quelle mesure le temps passé en
anhydrobiose influence-t-il la durée de réhydratation jusqu'a la reviviscence des tardigrades?
Pour faire cela, j’ai collecté des tardigrades et j'ai cherché a recréer chez moi les conditions
nécessaires pour pouvoir reproduire la mise en anhydrobiose et la reviviscence des tardigrades
en condition de semi-laboratoire. Puis, j’ai mesuré le temps de reviviscence des divers groupes
de huit tardigrades exposés a six durées d’anhydrobiose diftérentes afin d’étudier le possible
lien entre ces deux durées.

MATERIEL ET METHODE

Collecte et détermination des tardigrades

Vivant parmi les mousses et lichens présents dans la plupart des milieux, les tardigrades sont
faciles a trouver. J’ai collecté les tardigrades étudiés dans ce travail sur des morceaux de mousse
trouvés sur un toit pres de Lausanne. Une fois le morceau de mousse prélevé, je I'ai laissé trem-
per dans de 'eau pendant plusieurs heures avant de le presser afin d’en extraire les micro-orga-
nismes présents. Ensuite, 4 'aide d’une loupe binoculaire puis d’'un microscope, j’ai recherché
et collecté les tardigrades trouvés avec une micropipette (figure 1B).

Afin de déterminer ces tardigrades, jai utilisé une clé de détermination développée par
LiNDaHL & BALSER (1999). Les griffes, les plaques dorsales ou la forme du corps sont les cri-
teres principaux qui permettent de différencier les diverses espéces. Les photos que jai prises
lors de la collecte ont été trés utiles afin de vérifier et d’améliorer la détermination. Deux types
de tardigrades ont été trouvés dans les échantillons de mousse: une espece de couleur orange,
de la classe Heterotardigrada et du genre Echiniscus (figure 1C), ainsi qu'une seconde espéce,
transparente, de la classe Eutardigrada dont le genre n’a pas pu étre identifié (figure 1D). Ces
deux taxons de tardigrades présentaient des traits physiques différents 'un de 'autre mais je
n'ai noté aucune différence dans leurs attitudes ou fagons de vivre. Ils se trouvent toujours sur
les mémes mousses et semblent co-exister.

Mise en anhydrobiose

La mise en anhydrobiose a été complexe a mettre en ceuvre car il a fallu prendre en compte
une multitude de paramétres différents qui peuvent influencer le bon fonctionnement de cette
capacité (p. ex. la température ambiante, 'humidité de I'air, le support ou encore le type
d’eau utilisé). Chez soi, avec une température, une humidité de 'air variable et une luminosité
fluctuante, les conditions naturelles, étaient compliquées a reproduire ou alors elles éraient
difficilement conciliables avec I'observation de la mise en anhydrobiose. Par exemple, dans la
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nature les tardigrades vont se protéger d’'un desséchement trop rapide en se réfugiant dans les
replis des mousses ou autres éléments leur permettant de se dessécher uniformément. Mais
je ai pas pu utiliser ce genre de supports dans le cadre de mon expérience car cela rend les
tardigrades inobservables.

Sept essais principaux ont été réalisés avec des supports différents tels que du gel agar-agar,
le fond d’une boite de Pétri ou encore du papier buvard. Plusieurs types d’eau (eau de pluie,
eau distillée, etc.) et divers taux d’humidité ont aussi été utilisés et comparés. Aprés ces mul-
tiples essais, il s'est avéré que les tardigrades avaient besoin d’une humidité trés élevée pour
pouvoir se dessécher le plus lentement possible et ce afin qu'ils aient le temps de métaboliser
les molécules nécessaires a leur mise en anhydrobiose. Les tardigrades ont donc été déposés a
Iintérieur d’une goutte d’eau dans une petite boite de Pétri placée a I'intérieur d’un grand bac
étanche, qui contenait une solution saline saturée de nitrate de potassium. Cette solution avait
pour but d’augmenter le taux d’humidité a l'intérieur de la boite pour que la mise en anhy-
drobiose des tardigrades se fasse en plusieurs heures (figure 2). De cette fagon, les tardigrades
ont pu se mettre correctement en anhydrobiose et en ressortir sans dommages apparents. En
utilisant cette méthode, la mise en anhydrobiose se faisait avec une réussite quasi assurée pour
les tardigrades et I'expérience principale liée 4 ma deuxiéme problématique pouvait mainte-
nant étre mise en place.

Anhydrobiose et reviviscence

Afin de voir si le temps passé en anhydrobiose influencait le temps que vont prendre les tardi-

grades pour sortir de cet état de stase, les tardigrades (divisés en sept groupes de huit individus,

dont un groupe témoin) ont donc été mis en anhydrobiose en méme temps, excepté pour le
group y p pte p

groupe témoin qui n'a pas été mis en anhydrobiose. Les différents groupes ont été laissés en anhy-

drobiose pour des durées variablesde 2 h, 4 h, 18 h, 24 h, 48 h et 336 h, soit deux semaines. Une
p

Boite étanche en plastique
Boite de Pétri avec tardigrades \

Support

Solution saline (eau déminéralisée et nitrate de potassium)

Figure 2. Les boites de Petri avec les gouttes sont posées sur un support en hauteur. Celui-ci est installé dans
une grande boite en plastique fermée, qui fait office de dessiccateur/humidificateur. Elle contient une solution
saline composée de nitrate de potassium dans de l'eau déminéralisée. Cette solution saline permet d’augmenter
le taux d’humidité relative de ['air a l'intérieur de la boite en plastique. Il faut pour cela que cette solution saline
soit saturee.

DetacreTaz A, - L'anhydrobiose et la reviviscence des tardigrades.
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fois ce temps écoulé, j’ai ajouté une goutte d’eau pour les sortir de I'état d’anhydrobiose, et donc
commencer la phase de reviviscence. Le temps de reviviscence a été mesuré comme étant le temps
entre le moment de la mise de la goutte d’eau et le premier mouvement du tardigrade (figure 3).

Analyses statistiques

J'ai comparé statistiquement le temps moyen de reviviscence en fonction de la durée d’anhy-
drobiose 4 I'aide d'une ANOVA 2 un facteur en utilisant le package szazs dans le programme
R v.4.1.0 (R Core Team 2020) J’ai ensuite utilisé la méthode de Tukey pour effectuer des
comparaisons multiples entre les moyennes des groupes (durée d’anhydrobiose) et obtenir les
intervalles de confiances et valeurs-p associées.

RESULTATS

Les temps de reviviscence mesurés des tardigrades s'‘échelonnaient entre 10 et 145 minutes,
avec une certaine variabilité au sein du méme groupe expérimental. Dans les groupes de 4 h
et 336 h d’anhydrobiose un tardigrade est mort, dans le groupe 18 h deux sont morts et trois
dans le groupe 24 h. Les statistiques ont été effectuées sur les individus survivants.

LCANOVA 2 un facteur a révélé que la durée d’anhydrobiose affectait le temps de revivis-
cence (p<0.001). La comparaison des moyennes entre groupes avec la méthode de Tukey a mis
en évidence que les tardigrades ayant passé 336 h en anhydrobiose avaient un temps de revi-
viscence significativement plus long que ceux ayant été en anhydrobioses pour des durées plus
courtes (tableau 1; figure 4). Aucune autre différence significative de temps de reviviscence n'a
été détectée entre les autres durées d’anhydrobiose (2, 4, 18, 24 et 48 h).

DiscussioN

Mes résultats ont montré que le temps passé par un tardigrade en anhydrobiose augmentait
son temps de reviviscence, avec des individus ayant passé jusqu’a 18 h en anhydrobiose se
réveillant pres de quatre fois plus vite que ceux ayant passé deux semaines dans cet état de stase.

La raison de cette durée plus longue de la reviviscence aprés une anhydrobiose prolongée
pourrait étre due au fait que, plus le temps passe, plus les tardigrades sont profondément dés-
hydratés. Ils prennent alors plus de temps a se remettre de I'anhydrobiose et & recommencer

Préparation Tardigrades déshydratés (Remettre une goutte d’eau)
de I’expérience en tonnelet Réhydratation
v~ —~—~ B
Mise en anhydrobiose Anhydrobiose Délai avant de voir les premiers

signes de la reviviscence

~5 a9 heures A faire varier Données recherchées

(la plus lente possible) (Heures, jours, semaines) (Minutes, heures)

Figure 3.Schéma décrivant le déroulement de I'expérience.
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Tableau 1. Comparaison de Tukey des temps de reviviscence des tardigrades en fonction de la durée d’anhydro-
biose. Pour chaque comparaison de Tukey, la différence de moyenne et les intervalles de confiance 95 % sont
indiqués. Les différences significatives sont indiquées en gras.

Comparaison Différence de moyenne 95 % IC p
4-2 0;25+33.55 0,99
18-2 =1,91:+35,01 0,98
18-4 -8,16 + 36,06 0,98
24-2 24,05 + 36,95 0,38
24-4 23,80 + 37,96 0,42

24-18 31,96 439,25 0,17
48-2 15,37+ 32,41 0,71
48-4 15,12 £33,55 0,75
48-18 23,294 35,01 0,36
48-24 -8,67 + 36,95 0,98
336-2 77,82 £33,55 <0.001
336-4 77,57 £ 34,65 <0.001
336-18 85,73 + 36,06 <0.001
336-24 53,77 +37,96 <0.001
336-48 62,44 + 33,55 <0.001

a métaboliser correctement. Les dommages génomiques et cellulaires subis par les tardigrades
lors d’une anhydrobiose prolongée contribuent aussi stirement 4 'augmentation du temps de
reviviscence. Une expérience menée par TsujiMoTo ez al. (2016) a montré que des tardigrades,
ayant été mis en anhydrobiose pendant plus de 30 ans, ont pris plusieurs jours avant de recom-
mencer 4 se nourrir, se déplacer et se reproduire. Les résultats obtenus lors de ce travail sont
donc trés satisfaisants et concordent avec les résultats attendus.

Gréce a cette premiere expérience, j’ai pu montrer qu’il était possible de mener des expé-
riences sur I'anhydrobiose des tardigrades dans des conditions de semi-laboratoire. II serait
maintenant intéressant d’exposer des tardigrades a des durées d’anhydrobiose intermédiaires
entre deux jours et deux semaines afin de préciser la tendance observée. En effet, nous pour-
rions ainsi savoir si le temps de reviviscence augmente de maniére linéaire avec la durée d’anhy-
drobiose, ou si on observe plutdt une relation exponentielle ou par paliers. Dans le second cas,
ceci suggérerait la mise en place successive de différents mécanismes de survie, qui nécessite-
raient probablement des expériences supplémentaires pour comprendre les phénomenes phy-
siques et métaboliques impliqués. On pourrait ainsi voir quelle est la durée de réhydratation,
et donc combien de temps les tardigrades peuvent supporter de rester en anhydrobiose avant
de ne plus pouvoir sortir de cet état de stase. En effet, un tardigrade en anhydrobiose, malgré
un métabolisme extrémement réduit, doit forcément dégrader certaines substances et produire
des déchets, et finira par mourir une fois ses réserves épuisées.

Dans l'imaginaire collectif, les tardigrades sont presque invincibles et il existe beaucoup
d’idées précongues a leur sujet, comme le fait qu’ils peuvent résister a n'importe quelles condi-
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Figure 4. Temps de reviviscence des tardigrades en fonction de la durée d'anhydrobiose. Les points vides in-
diguent les données brutes, les points noirs les moyennes prédites et les moustaches les intervalles de confiance

395 % associés. Les lettres “a” et “b” indiquent une différence significative entre les durées d’anhydrobiose.

tions. Lexpérience accumulée lors de cette étude révele toutefois qu'il faut des conditions
tres spécifiques, notamment d’humidité, pour quils puissent se mettre en cryptobiose cor-
rectement. Les conditions du milieu ont de 'importance, mais probablement également la
variabilité entre les individus (ige, sexe et espéce), et il serait intéressant d’étudier ceci plus en
dérail. De plus, les espéces de tardigrades ne sont pas toutes capables de se mettre en état de
stase (T'sujiMOTO et al. 2016), ou du moins pas de la méme maniére, méme si chacune d’entre
elles possede tout de méme des capacités de survie trés poussées.

Dans la nature, les tardigrades qui vivent dans des milieux limnoterrestres, se mettent en
anhydrobiose a chaque fois que la mousse ou le lichen dans lesquels ils vivent séchent, et ils
se remettent & « vivre » lorsque la pluie tombe. Ils alternent ainsi tout au long de leur vie. En
laboratoire, les scientifiques ont des moyens et du matériel pour réguler parfaitement le taux
d’humidité, la température, la déshydratation en dessiccateur ou étuve et les composantes de
Peau utilisée. Pourtant, mes expériences montrent que, malgré les difficultés liées au semi-
laboratoire et ses conditions plutdt aléatoires, une technique concluante a pu étre trouvée.
Lexpérience prévue a pu étre réalisée et un lien entre durée d’anhydrobiose et temps de revivis-
cence a pu étre mis en évidence. On voit donc qu'avec un peu de temps, un minimum d’outils
scientifiques, de la rigueur et une bonne dose de ténacité on peut mener des expériences inté-
ressantes au niveau scientifique jusque dans sa propre maison.
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