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« Quand le dernier arbre aura été abattu,

guand la derniére riviere aura été empoisonnée,
guand le dernier poisson aura été péché,

alors on saura que l'argent ne se mange pas. »

Geronimo (1829-1909)
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OBJECTIFS E#ENTIFIQUES

Différents objedifs forment le fil conducteur de cette thése.

p Le premier objectif est & E A AT 163 BolEploduits de chloration formés, de
déterminer les conditions nécesaires a leur formation et de quarifier le niveau
de contamination du golfe de Fosen sous-produits de chloration. , djectif du
projet in fine, A O Carriverda modéliser en fondion des condiions physico
chimiques le devenir dela pollution en DBPs du golfe.

p Un second objectif est de caractérise 16 E 1 D A Ate pdlidkionsdr le vivant.
$6 0OPDAOOKh 1 6 Eh @htédminhtidrA auxADBPsI sur la distribution de

communautés planctoniques clésdans le golfeA 7 O1 i OAd gait, A8 $6 A0

analyses sur le modeleanimal oursin (Paracentrotus lividis), ont été rédisées
afin A8 i O AMdxEit® des trois principaux DBPs observés dans le golfe
Adi OAl OAO AA DI & Adrépdade irdndedptoniide & AEn©IA iide

A N £ 2 A .-

en plaA A A 6 gfohsd augiréss de différentes populationsA O OO Adr&deA s EE OC

vie contrasté pour | & A @@&nialxEDBHS, et enfin de rechercher des régions
génomiques potentiellement sélectionnées par le ilieu, favorisant la survie dans
le golfe.

p , 61 AffinAlAétant de mieux comprende et prédire la pollution aux DBPslans
le golfe, ainsi que lapression exrcée pa cette pollution dans un contexte de

multi -pollution s sur la faune endémique.






INTRODURGON

L6 T A1 Anbial deprésente 71% de la superfice globale avec une profondeur
moyenne de 3800m, le placant plus \sie milieu de vie planétaire. Il tient un role
primordial pour le climatenrégulant ce derniervia les transferts océaniques de chaleur
et en participant aux grandscycles biogéochimiquestel que celui du carbone. Depuis les
débuts de la révolution industrielle les émissions dedioxyde de A OAT T Aceds® 1 T O
A6AOCI AT OAOBEQRADETABMDEOEID | EOAOG AT AAOOAN
I 8 Wrdparene, aboutssant a une dspersion croissante des molécuks synthétisées par
| Bniirie qui terminent leur parcours dans les sols, lesrivieres, 18 AOT T OBET OA
finAT AT AT O 1 81 AcleAlfinte (Abirdov @nil POAIRID1).# A 1 6 Adard leN O A

s Y A~ oA

années5mt NOA 1611 e DABAEDOT AOASITI DOOAOET T AAO 1

Qu

Qu

pas infinies. La premiere convention internationale pour la prévention de la pollution
des eaux de mer par ledqwydrocarbures a vu le jour en 1954 (Convention OILPOL)
Malgré une prise de cons@nce deplus en plus vive des populations fae a la pollution,
force es de reconnaitre que lespratiques ont du mal a évoluer face aux enjeux
éoonomiques et sociétauxactuels.3 A1 T T 1,686% déSatlutions océaniques sont
aujourA 8 E @B O B@rieétrd, et par ordre ddénitportance relévent des pollutions

plastiques, agrcoles, industrielles et sonores (Boughriet 2011).

Parmi les pollutions industrielles, on retrouve la désinfectim des eaux marines,
notAT T AT O AAT O 1 AO AE ORdriqdeindiistiélsATOB 18s systeimeS E AT C A
A6 1 AEtWdrmgglie des instalations industrielles utilisant de l'eau de me sont
affectés par le dévebppement excessf d'organismes marins qui peturbent, voire
arrétent leur fonctionnement. En effet, les canditions de croissace dans les iccuits de
refroidissement sont particuliérement favorables aux orgarsmes sessiles @ec des
conditions d'écoulement régilier fournissant une #@ondance de nourriture tout en
limitant la présence de prédateursUne telle crassance, appelée mero-encrassemaet,
peut étre massive ; elle peut restreindre I'écoulement, bloquer patiellement ou
totalement les condenseurs et les éghangeursde chaleur. Dautre part, les surfaces des
échangeairs peuvent étre recouvertes @ biofilm produit par des bactéres marines.La
désinfection permet de limiter ce développement de macro et micrefouling, afin

A &shirer le bon rendement de ces échageurs (Jenner et al. 996).



Cette pratique est égalerent largemert répandue pour traiter les eaw de ballast et ainsi

limit er les risquesde contanination inter-océan liés aux trafics maritimes. De nombreux

organismes marins transitd O OEA AAO 1T AOE OA Que ded hidkdaldues, AT T A
du plancton,des mollusquesou desbactéries (Hwang et al. 2018; Hes$rga et al.2019).

Depuisle 8 septembe 2rtp x h 1 O InGn@riimeEi@eknatibriale (OMI) a imposé le

nettoyage des eax de ballast via une convention signée papres de cinquantedeux

pays (Debrincat 2017). La désinfectim des eaux de bldast est lemoyen le plus rapideet

efficace DI OO DAI | E Ae3 espedeEindigehésHd dispadtion de la diversité

endémique et plus globalement le risque de désequilibre des écosystémes maria

(Hernandez et al. 27). La vidangedes eaux de ballst libére degrandesN OAT OEOi1 O A6 A
traitée dans le milieumarin. La dOET AAAQET 1T AA rdsBARAOODE RBAOE
lesquellescontribuent, bien que dans une mimdre mesue, a cette pollution (Krasner et

al. 2009; Hladik et al. 214).

Pluseurs moyen0 AGEOOAT O Pi1 OO0 Ai OET ZAAOGAO 1 6AAO AA
AEI T OAOETTh 16T UTTAOCETT8 #ADPAT AAT O 1600k O
AdT @UA A QuE Utiliséelpak lesbindustriels, car moins codlteuse et\ & & iise en
G O O @dile (Rajagopmal et al. 2012). Ces proédés aboutissent a la formation desous

produits de chloration appelés DBPgdisinfection by-products).

La concentration demolécule active ajoutée aumilieu ainsi que ks parametres physice

chimiques du milieu, tels que la salinté, le pH, la température, la concentration en

matiére organique, influencent le niveau dediversité des DBPSormés. Par conséquent,

laT AOOOA A0 des BBRS produltd Varent en fonction des modalités de

chloration et des environnements Cependat, les DBP®bservés dans le milieune sont

pas uniquement k résutat de 6 dhivité humaine, une partie est naturellement produite.

Plus de 5000 composés organohalogénés ont étdécrits AT I | A EOOOO Ab6T OC/
marins (Gribble 2010). La compétiion entre les organismes marins pour la ressage a

AT OOAETi 18711 AOCAT AA AA bdoreddatidésdaogehds.iCe AOI AO
mécanisme est mis en place notamment par les algugsour lutter contre les
microorganismes pathogénes, ou les prédateurainsi, le bromoforme est le DBP le plus
abondamment OAOOT 0071 AAT O |1 8 A bvedEunéd protiudtiordratdrellé AOET h
mondiale estimée al05 tonnes par an(Quack et al. 2004 Warwick et al. 2006 Butler et

al. 2007, Stemmler et al. 2015) Pour adant, la source principale de bromoforme reste



anthropique. Quack etal. (2004) estiment la quantité mondiale de DBPs dans les océans

U P11 6O AA pnmn [T EI 1 ET T énanfides sl indudtridls (env.®0).0AT OE
le reste étant issus des eaude ballastsLes teneursenvironnementales moyennessont

comprises ente 10 et 50 pg/L dans les sites polluésorrespondant a environ 1 000fois

la concentration naturelle (Quack et al. 2004

La durée de vie des oxydants chimiques pendant les pressus de désinfectiordépend
principalement des réactions avec la matie organique dissoute (DOM z dissolved
organic matter), naturellement présente dans toutes les eaux. Typiquement,yd de
99% de la dose d'oxydant appliquée réagit avea DOM et formeainsi dessous-produits

de chloration spécifiques de l'oxydant (DBPs) En oure, les réactions des oxydants
chimiques avec ls bromures et/ou les iodures naturels ou A6 T OECET Aue AT OE O]
peuvent conduire a une spéciation difféerente des DBPs formés. A&grles premieres
découvertes deRook et al.(1974) sur les DBPs, des recherches ont été menées pour
comprendre les processus de formationgt définir des méthodologies apliquées a

| identification et la quantification. Jusqu'a présent, plus de 600 DBPs ont étdentifiés
dansl 6 AA O (Rithérdsdnietdal. 2007)

BrO-

T

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 pH

0,8 Br

0,4

Figure 1 : Diagramme potentiel -pH du brome

LaAEETI EA AAO T QUAAT OO AAT O 16AAO AA T A0 AOGO
ions halogénures (GI: 19 g/L, Br-: 65 mg/L, I- : 0,05 mg/L) . Le bromure est de loin le

principal partenaire de réadion pour les oxydants, en raison desa constante de vitesse



du second ordre pour ses réactions avec les oxydants chimiquasA 1 61T O¥O.A. AA pn
Lors de la désinfectionde | & AdA @erpar | & Bobl@ite de sodium, le bromure est

oxydé enen acide hypobromeux/hypobromite (HOBr/OBr-) comme on peut le voir sur

la Figure 1 (Von Gunten et al. 1996)

Selon Von Gunten et al.(1996), méme si différents oxydants primairespeuvent étre

utilisés, dans les eaux salinesle principal oxydant sBA OE /&£ AOO |1 8AAEAA EUDI
(Figure1)., 8 1 A A ODO® All GdédDBPsgortrés peu étudiés dans le milieu marin.

, A, AAT OAOT EOA #EEI EA A Ol GaRAMENE A H ikt 100 |1, &
Ecocitoyen deFos O1 T O U e dudprofetEROESEA, visarld 7 O O Adurdete, 1 61 A

1 6 Ei &AeAddvenir des rejets chlorés dans le golfe de Fos, finanBEAO | 8 ACAT A
nationale de recherche (ANR) Cette hese quireprésente une partie de ce projg
s A O OdeAaOnadiere suivante le chapitre 1, sera une synthése bibliograiique des
connaissancessur les sous-produits de chloration T T OAT I AT O AAT O 1 6AT1 OE
Dans le chapitre 2, nous aborderonsal diversité et la concentration de ces compsés
dans le golfe deFos8 ,pdécEde cette pollution sur la faune duigl £A AEA@A 161 A

chapitre 3. Et enfin pour cl6turer cette thesegansle chapitre 4 nous avonscommenceé a
caractériser la résistamce des ousins du golfe. Le schéma suiv pour tenter de

caractériser le stress iffligé par les sousproduits est imagé parla Figure 2.

Exposition iToxicocinétique | < Toxicodynamique
biotope
2
. 5 - )
Milieu [—— 8 > Individus _— \,‘,9’ — —
= >
2 &
@
Approche phyfsico»chimique Approche biologique Approche écologique
Paramétres physico-chimiques Biomarqueurs : Bioindicateurs :
Nutriments biochimique, physiologique Abondance, présence, absence, survie
Chimie analytique

e ——— Pertinence écologique
Sensibilité R ——

Figure2:01 AT A8 AOOANOA bpistess AAOAAOI OEOAO 1 A



CHAPITRE:1Syntheskibiographique
Lessousproduits de chddondans le
monde

progressivement acconpagnée, depuis les années 1970 et lesgmiéres publications de
Bellar et al.(1974); et Rook et al.(1974), A8 OT A 1 AET 1 AOOA AT 11T AEOOAI
chlore en solution de la rature des sousproduits et des corséquences pour lasanté
publique. Ce chapitre drese un portrait des sousproduits de chloration8 * 6 U AAT OAA
1 AGOO 1| 01 OEPI AOG O1 OOAAOGh 1 AO TEOAAO@ OAOGOI

connue et la rédgementation existante.



1. Source, nature ehiveau des contamnations aux DBPs

1.1. Différentes ources possibles

Les organismes marins sont capables de produire dd3BPs via leur métabolisme, et
AET OE AT 1 OOEAGAO U 1 AOO pOi OAT AA AAT O 168AT1 OE
1.1.1.Laproduction di¢ «naturelle» par les orgarsmesmarins

La plupart des conposés naturels icentifies sont des molécules aromatiques complexes
et uniques a certains organismes, donc peu répandus dans I'environnemef@ribble
2010). Certaines de ces structures s analogues a des composés antbpiques et
méme des phénols bomés complexes, des dioxines et desdibenzofurannes peuvent se
former naturellement. Plusieurs bromophénols, qui se forment également pendant la
désinfection de I'eau de mer, ont été trouvés eguantité massivedans les versde mais

et dans de nombreuses dgues (Whitfield et al. 1999; Réneke et a. 2006). Les
précurseurs des composeés phénoliques chlorés, bromés et iodés peuvent également étre
des substances humiques complexes. Les macroalgues benthiques brunes, vedes
rouges et les microalguepélagiquesOT 1 O AT &énAide, ldbdoMdperoxydase qui
leur permet de produire et libérer des composés organohalognés en présence de
AOl i OOA AO AA b A NedemakandGelgdstAdn6; Mooreh al. 1996
Whitfield et al. 1999). Dans le milieu marin richeAT  AOT I OOAOGh 1T A DPAOI @U/
est le factar limitant leur formation. Ce dernier peut étre toxique pour les cellules
A6 Al COAORh AETOE 1 A £ OfF AGET T ddustletstixydatiO AAT 1 E ¢
(Pedersen et al. 1996) Certiins auteurs ont lié la survie de certaines algues a la présence
A Glemétabolites, utilisés comme moyens de défense contre les infections bactériennes
et fongiques(Reichelt and Borowitzka 1984;Hornsey and Hide 1985) et comme moyen
de dissuasion des brouteurs(Moore et al. 1996; Gibson et al. 2008)Deux cents
composés organohalogénésdifférents ont également été identifés dans une espece de
cyanobactéries (McConrell and Fenica 1977; Carita et al. 2010). Alors que les
microalgues produisent essentiellement un mélangeddalométhanes dont les
proportions varient d'une étude a l'autre, le tribromométhane (bromoforme) est
toujours le composé dormant (Quad et al.2004). De plus, le bromoformeest le produit

de dégradationle plus abondantde molécules plus complexe¢Gribble 2010; Paul and
Pohnert 2011; Manasfi 2016) En général, les espéceates régionspolaires produisent le

moins de composés bromés, alors qued espécesubtropicales ettropicales semblent



étre des producteurs plus efficaces(Quack and Wallace 2003) On etime que les
macroalgues produisent 220 000 tonnes de bromoforme par an, les algues brunes
produisant 60 % de cette quantité (Carpenter and Liss 2000; Yokouchi et al. 2005;
Warwick et al. 2006; Butler et al. 2007; BImer and Reason 2009; Liangt al. 2010;
Stemmler et al. 2015)

Une autre source naturelle de composés organohalogénés dans le milieu marin résulte
de réactions photochimiques (induites par les radiations solaires)qui se produisent
dans la zone euphotiquesur des composés tel qude phénol, et qui conduisent a la
formation de nombreux sous-produits, dont des composéshlorés et bromés (Calza et
al. 2005, 2008)

Ces substances sont souvent biologiquement agBs et possedent des propriétés
antifongiques, antimicrobiennes et antioxydantegOchi et al. 1998; Ovenden and Capon
1999). Ces derniers aspects, ainsi quedr tendancea s'accumuler dans és sédiments et
le biote marns justifient leur classfication comme polluants environnementaux

potentiels.
1.1.2. Les sources anthropiques desisproduits de chloratindans le milieu marin

Les sources deDBPs retrouvés dans le mileu marin ont des origines anthropques

multipl AO8 %l | A Oseridl dss0ciébsh @O prdcdilds hdustriels impliquant des
échangesthermiques (industries sidérurgiques, pétrochimiques, nucléairesterminaux

méthaniers, etc), le AAOOAIT A Qhle rehou leritdkedla désinfectiondes eaux de
ballasts.Les industriessont sauvent regroupéesOO00O OT A [ 61 A wiidede AdAAC

fait engendrent un contexte de multipollution s.

1 Le long de la c6te ou les ressources en eau saonsidérées illimitées et ou 23%
des centrales électrigges sont sitiées, des milliards de md'eau de mer sont utilisés,

principalement pour le refroidissement descentrales électriques et le dessalement .

La demande en eau de refroidissement dépend dugg de centrale, de lguissance et de
la situation géographique.Lesgrandes centrales électiques st situées dans des zones
trés peuplées et dans de grandes zones industrielleg.8 Ae®Burope, en Amérique du
Nord et en Asie du Su#O0O NOA | &Slésiplus@faiu® Volinds d'eau de mer
traitée et de DBRs rejetés dans I'environnement (Figure 3). Les eaux de surface chaudes

des tropiques sont elles aussi susceptibles d'étre utilisées dans les systémes de



OAEOT EAEOCOAT AT O U DPAOKOACAA Ol &Ned&od#BGIoDO A Ol

eau sont les plus fortes et leasinesde dessalementles plus utilisées.

Figure 3 : Cartographie des centrales électriques dans le monde
(https://resourcewatch.org )

La croissance démographique rapide et les fréquentes d®eresses ont accéléré la
demande en eau dowe dans le monde. Depuis des décennies, lagpérations de
dessalement ont lieu dans de nombreux pays du Moyef@xient, du bassin méditerranéen
et d'’Amérique du Sud, ainsi qu'en Australie, au Japon et aux Etatais afin de fournir de
'eau potable a leur population. La capacité mondiale de produan d'eau par
dessalenent a été estimée a environ 100 millions de #f en 2015 (Latteman 2010)
mais la capacité et la production devraiet encore augmenter (Hanasaki et al. 2016)Le
plus grand nombre d'usines de dessalement se trouve dans le goRersique. Environ
60% de la capacité mondiale de dessalementdite I'eau de mer ; le reste traite I'eau
saumatre (21%) et I'eau mons salée(Bennett 2013). Le procédé de traitement peut
reposer soit sur le dessalement themique, soit sur des techniques d dessalement a
membrane (osmose inverse, par exemple). Au total,déechniques d'osmose inverse et
de distillation représentent respectivement 63% et 3% de k capacité mondiale de
traitement (Gude 2016)8 $6 AO0OO0OO0OAO ET AOOOOEAO @Gdddage&mOAT O |

thermique pour réchauffer ou refroidir leurs conduitesen fonction de leurs applications.

Le développement excessif de macroet micro-fouling tels que les biofilmssur les

membranes AdSmose inverse des usines de dessalement odans les conduites
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industrielles entraine une réduction du rendement A8 i AE AT Gdue & mreOI
augmentation de la corrosion (Jenner et al. 1997) Pour prévenir |'encrassement
biologique, de nombreuses techniques onété mises au point (Jenner et al. 1998). Les
systemesde nettoyage mécanique des tubes de condensedduisent la croissarce des
biofilms. L'utilisation de peintures et de revétements toxiques ou non toxiques réduit la
fixation des macro-encrassements. Des traitementphysiques (UV) ou chimiques a base
de conposés toxiques ont été appliqués a certains sgsnes de refroidissenent marins.
Tous ces procédeés n'ont pas éliminé I'utilisation de produits oxydaniparticulierement

1 8 Odfidh Idé I chloration. En raison de & techrologie éprouvée, de ses utilisatins
industrielles a long terme dans le monde eigr et de son co(t rasonnable, le chlore
reste le traitement antifouling le plus courant dans les systemes de dessalent et d'eau
de refroidissement industriels (Rajagopal et al. 2012)(Figure 4). L'avantagede la
chloration est aussi ladisparition rapide des oxydants responsablesle la toxicité aigué
dans les panaches de rejets d'eau chlorée€Cependant, les réactions chimiques des
oxydants avec les matiéres organiques présentes dans l'eau deemmet les biofims

entrainent la formation de sous-produits essentiellement non oxydants mais persistants.

Pour controler efficacementla formation du biofouling, le procédé de chloration a faible
niveau nécessite de maintenir une concentration résiduellel'oxydant équivalente a

environ 0,2 mg/l (exprimée en Gl) (Khalanski and Jenner 2012) Ladose de chlore

appliquée dépend de la demande en oxydant dedu et des circuits, elle est de I'ordre de
0,5-1,5 mg/l. En général, la croissance desiofilms est plus prononcée dams les eaux

chaudes, alos qu'en hiver, lorsque le taux de croissance estxe#émement faible, un

traitement oxydant n'est pas nécessairgNewsome et al. 2011) Dans les centrales
cétieres francaises, laldoration est appliquée tart que latempérature de l'eau démsse

10°C(Hartmann et al.2011).
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Figure 4: Principe de chloration dans les échangeurs thermiques i ndustriels

Le volume total d'eau utilisé pour le dessalement des eaux est estimé a 200 milliards de
m3 par an, soit enwon le dixieme des volumes utikés paur le refroidissement (Kim et
al. 2015).

Bien que la chloration soit utilisée dans le monde entier, séas quelgues études sur la
production de DBPs lors de laltdoration de | & A& @er sont disponibles. L'étude la
plus compléte sur les DBPs dansles rejets deau de refroidissement des centrales
électriques a été publiée padenner et al.(1997) ; ils couvrent 90 analyses d'ead de
refroidissement dans 10 centrags éledriques cétieres différentes au Royaune-Uni, en
France et aux Paydas. Depis, des données supplémentaires sur cette étude ont été
présentées par Taylor (2006), et mettent en évidence le pouvoir bioaccumulatif du
bromoforme dans lefoie de poissons comme le bgmais aucun effet indésirablenotable

i Al cOoi  AAO Ai leto@iseménd Adyén dé KOord/© et un delta de
température de + ou z 10°C. Des analyses complémentaires ont été réalisées sur les
centrales francases parAllonier et al. (1999) et ont montré une pollution en DBPs de

1 61 @AryR, pour une concentratonET EQOEAT A AT 1T QUAAT.De AA
plus, des études surds eaux de refroidissement d'une central coréenne et d'une
centrale indienne ontété publiées(Yang 2001; Padhi et al. 2012ainsi que des étadles

sur les rejets de terminauxméthaniers en France(Boudjellaba et al. 2016; Manasfi et al.

12
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2018). Ces dernieresétudes ont montré que le bromoforme est le sougproduit de
chloration le plus abondant et ont trouvé les mémes ordres de grandeurs &BFs que
Allonier et al. (1999).

Une empeinte environnementale des DBFs provenant de l'eau de refoidissement en
Europe est clairemen visible (Jenner et al. 1997; Boudjellaba et al. 2016; Manasfi et al.
2018)8 471 00 1 A0 OAAOAOOO ET AOOOOEAI O vécA AAO
I 8 Aéntation de la demande due a la croissance@nomique et démographique.
1 Leseaux de ballast sont utilisées parles navires pour se stabiliser. Cependant
afin A3 OEOAO O OOAO AAOAOOOI PEAO i AT 11T GCENOA
transporO ASARDIARAAENOAO A601T AT AOTwGmtU Of
désinfectées.
Les effets des invasions d'espéces dans de mbreuses régions du monde ont été
dévastateurs et causent d'énormes dommages a la biodiversité et aux ressources. Les
données quantitgives montrent que le taux de bieinvasions continue daugmenter a un
rythme alarmant et que de nouvelles zones sont corsmnment envahies(OMI, 2018. Les
dommages cagéO0 U 1 o AT OEOT T 1T AT AT O OT1 1 OorgariishtiorOAT AT A’
maritime internationale (OM) AOOEI A U xnnmn pecks différdntdtsOA AS
transpatées chaque jour dans le mode (OMI 2018). Comme le commerce et le volume
du trafic n'ont ces® d'augmenter au cours des derniéres a@nnies, le probleme n'a
peutd OOA DHAO AT AT OA AOOCAET O OI1T AbPimgedxs ! ¢
milliards de m3 A & Wdgli se déplacenténd T OET AT O U 1 8A000A8 01 OO0

un volume de 22millions de mB (Chauveau 2017)

Pour faire face a la propag@on des espéces invasive@ provoquée par les eaux dballast
des navires,'OMI a adopté en 2004 la Convention Internationale pour le Controlet la
Gestion des Eaux de Ballast eté@iments des navires (Conventn BWM), entrée en
vigueur le 8 septenbre 2017. Les 52 états yant adhéré a la conventionreprésentent
35% du tonnagebrut de la flotte mondiale des navires de commerce. La ConviEm
exige que tous les navires en tfec international appliqguent des procédures de gestion
des eaux de ballasafin d'atteindre une norme de rejet qui peut implique l'installation
de systéemesde traitement des eaux de ballast. Les microorganismes réglemtés sont

par exemple Escherichiacoli (< 250 unités/100mL) ou les entérocoques intestinaux
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(<100 unités/100mL). Le plancton dont la taile est comprise entre 10 et50 pum est

limité a moins de 10 organismes viablesmL (OMI 2019).

1 La désinfection descaux uséesava O 1 ADO OA briémnert Astréalisded AT OE C

pour préserver la sdubrité du milieu c6tier, tout particulierement dans les nnes

Pour se corformer a la directive 91/271/ CE relative al traitement des eaux urbaires
résiduaires, a la directivecadre relative a la stratégie pour le milieu marin, & lairective
79/923/CEE relative aux mollusques et crustacés et a la directive 2006/7/CE relative
aux eaux de baignade, les Etatsiembres européens ont recommandé des traements
appropriés pour prévenir la propagation des micro-organismes pathogénes provenat
des effluents d'eaux usées dans les leiux aquatiques(Monarca et al. 2000) Le choix
des traitements est laissé aux autorité compétentesde chaque Etat membre. La
désinfection, en tant que traitemat quaternaire, est largement utilisée dans le monde
et en Europe Dans unrapport internation al de Jacangelo and Trusse(2002), les modes
de désinfectin les plus utlisés pour le traitement des eaux uséesnt été identifies a
partir de données provenant de 22 paysil s@git du chlore gazeux desrayonnements
UV, de Idypochlorite de sodium, de I'ozone et des membranes. Dans les 22 pays, on

retrouve 16 pays européas, 4 pays asiatiges, leshOA OO Affigiedu did 1 6

1.2. Nature et niveaux des concentrations environnementales

Les données disponibles sur les occurrences deBPs sont tres limitées et propres a
chaque procédé. Environ 600 espécese DBPs ont été idetifiées appartenant a
différentes clas®es de molécules, parmi lesquelles les trihalométhanes (THM) et les
acides halacétigues (HAA) représentent environ 500 descomposés orgalmhalogénés
totaux (TOX). Une grande fraction des DBPs restependant encore incomue (Heller-

Grossan € al. 2001).

1.2.1. Milieux aquatiques

Quatre grands groupes deDBPs ont été identifiés en termes de fréquence et deugntité
de détection dans les milieux aquatiges(Manasfi et al. 2018. Leurs propriétés physico-

chimiques sont résumées dars le Tableaul.
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1 Les trihalométhanes (THM) incluant le chloroforme (CHE), Ile
bromodichlorométhane (CHBrCi), le chlorodibromométhane (CHB2CI) et le
bromoforme (CHBm). Ce sont leDBPs les plusvolatils (constante de henry >10-
4). LesTHM représentent 46 a 65 % du total desDBPs (identifiés a ce jour) et le
bromoforme 95% des THMs.

f Les acides haloacétiques (HAA)ET Al OAT O 1 6 AMecdtidue [T T1T1T 2
BrCH#/ | (Qh 1 GAAEA A BEEADI /I (1 QAKX DEINDAAEAA OOE
(BrsCG@OH).lIs sont en partie formés par hydrolyse d'haloacétonitriles et sont
[ O1T 1 AOEdi-Oa tri-prombdc&tidul représentent 25% a 45%
respectivementde la pollution en DBFs.

1 Les haloacétonitriles (HAN) sont formés par oxydation des acides amés.lls sont
semi-volatils et les plus hydrophiles. Le dibromoacétonitrile (BCHCN) est le
plus canmunément trouveé et occupe la troisieme place avec 6% a 9% du total.

1 Les halophénols (HP)ncluant le 2,4,6 tribromophénol (GHsBrszO) qui est le plus
communément rencontré, bien que le dibromophénol soit parfois signalé. lls ne
sont pas volatils. Le 24-6 tribromophénol demeure inférieur a 1 %, mais en
raison de sonLog Kow élevé (4.13)et sa faible solubilith ~ Al&cAripOséa priori
le plus bioaccumuldle (Almqvist 2011; Covaci et al. 2011)

Les concentrationsenvironnementales dépendent essntiellement de la concentration
en principe désinfectant ajouté et de la qualité du itieu, mais elles sont en moyenne de
1671 OAOA AO | HikelaveC GeA aledks hBufe® pouvant atiadre 150 pglL,

rapportées pour le romoforme en Coré par Yang(2001).

Tableau 1 : Propriétés physico -chimique s de quelques repré sentant s des principales familles de DBPs

log P (octanol-eau) Solubilité dans I'eau Constante de Hen
Substances Structure N°CAS J (WW“W ) v
logKow (g/L)a25°C (atm.m-3/mole) a 25°C
Trihalométhane
Bromoforme Halogéne 75-25-2 24 31 5,35E-04
Chlorodibromomethane . ) "y R 124-48-1 2,16 2,7 7,83E-04
Halogéne Halogéne
\Acide haloacétique
L. OH
Acide bromoacétique o / 79-08-3 0,41 93,8 6,31E-08
\,__~Halogéne
Acide tribromoacétique Halogéne™ \ 75-96-7 1,7 200 3,30E-09
Halogéne
Haloacétonitrile
Halogéne
Halogéne —{
Dibromoacétonitrile TEETN 3252-43-5 0,47 9600 4,06E-07
;‘-N
Halophénol
OH
Halogéne e Halogéne
2,4,6 tribromophénol J 118-79-6 4,13 0,06 4,70E-08
Halogéne
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1.2.2. Réseau trophique

Les travaux qui ont permis de déerminer les concentrations en DBPs dans le réseau

trophique sont tres limités. A ma connaissangeiniquement des études portant sur les
halophénols (HP) existent (Whitfield et al. 1998; Chung et al. 2003; Nomiyama et al.

2011; Boudjellaba et al. 2016) Ces composés sont responsabled 8 O1 DAOAODI
«ocearique » qui rehaussent l'intensité de la saveuexistante des fruits de mera des
concentrations appropriées (Boyle et al. 1992, 2006) Ces études ontmesuré la
concentration en halophénols dans différents poissons des coétes austiennes

(Whitfield et al. 1998), dans les produi® AA 1T A [ AO Ad! OEA AAOOET i
humaine tels que les huitres, les coques, les crevettes, les cralj€sung et al. 2003)

Nomiyama et al. (2011) ont déterminé 1 A AT OA A3 ( 0 Adéd ¢dtesi AO A
japonaises. Et enfin en 2016, Boudjellaba et al.ont étudié les congresd@n golfe
industrialisé des cb6tes Francaises, le golfe de Fddans butes cespublications les

teneurs en 2,4,6 tribromophénolsontAA 1 6 T O A @efmatie@ sedh€ Tdapnme aus
16A0TT O OO0 bi 60 E AlsS hnaturelfe@ent Bpoiuits garOertains T O
organismes marins et notamment les algue\db el baky et al. 2009; Xu et al. 2009; Liu

et al. 2011, Freile-Pelegrin and Robledo 2014) La distribution et les variations
saisonnieres de & teneur enbromophénols de la faune marine @incident avec le cycle

de croissance saisonnier desilgues ce qui suggée, pour OT A AT 1T OAT ET AQET 1 7
du ng/g, quela source principale de contamination en HP es8IA 1 E | A {CAuAg®eEal. 1

2003).

Ve ~ A o~ N

2., 6 AAOODMBEOTI AAO

2.1. Risquesassociésaux DBPFsen santé publique

La chloration AA 1 &tAblelst Brigement répandue dange monde pour limiter et

prévenir les risques infectieux véhiclgsparl 8 AAO AA AT 1 Olnirappbodei T 8 3 A
1 6ACAT AA Oi CHEARS 2007A pluk Ae 9874 tieQd population francaise était

alimentée par une eau désinfectée

En 1974, la déouverte des DBPs dans les réseaux a déclenché de nombreuses études

afin de caractériser les propriétés toicologiques et épidémiologiques de cenouveaux

composeés(Bellar et al. 1974; Rook et all974). Un état des conaissances syntétisant

la toxicité de 85DBPs a étérealisé en 2007 parRichardson et al.(2007), & une partie
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estrésumée dans leTableau2. La majorité des composés présentégst génotoxique et

peut favoriser la formation de cancers. Lesiombreux travaux qui ont contribué a la

réalisation de ce tableau, ont tos montré une toxicité supérieure des composeés bomeés

par rapport a leurs analogues chlorés quetjue soit le modele uilisé: rat, cellules de
mammifére, microorganisme (Plewa et al. 2000, 2002, 20042008; Kargalioglu et al.

2002; Kundu et al. 2004; Cemeli et aR006; Copete et al2011). En revanche, aucune
information concernant la carcinogénicité n'était disponible pour les iodeTHMs et
haloacétamides qui se sont révélés étre plus cytotaques & géenotoxiques que les acides
EAITAAT OENOAO AAOOAIT T Al Al ithe (Richagdsoh iethdl. Q01@ BT OO
Plewa et al. 2010)

Tableau 2 : Tableau récapitulatif réalis é par Richardson et al 2007, sur les sous-produits de chloration
retrouv és dans les eaux destinées a la consommation humaine et le ur toxicité associée.

DBPs Occurrence Génotoxicité Carcinogénicité
DBPs régle menté s
Trihalométhanes THMs
Chloroforme Fkdex - +
Bromodichlorométhane ok + +
CHorodibromomét hane AR + +
Bromoforme ok + +
Acides haloaétiques HAAs
Acide Chloroacétique ok + -
Acide Bromoacétique e +
Acide Dichloroacétique Tk + +
Acide Dibromoacétique el + +
Acide Trichloroacétique Tk - +
DBPs non réglementés
Halonitrométhanes
Chloronitrométhane ** +
Bromonitrométhane ** +
Dichloronitromét hane ** +
Dibromonitromét hane ol +
Bromochloronitrométhane ** +
Trichloronitromét hane AR +
Bromodichloronitro méthane ol +
Dibromochloronitrométhane ok +
Tribromonitrométhan e ok +
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HAAs

Bromochloroacétique Kokokokok T
Acide Bramodichloroacétique ok Fkx +
Acide Dibromochloroacétique ko + +
Acide Tribromoacétique kkkkk

lodo-THMs et autes THMs

Dichloroiodométhane ok
Bromochloroiodométhane ok
Dibromoiodométhane ok
Chlorodiiodométhane ok
Bromodiiodométhane ok

lodoforme ok +
Dichlorométhane i +
Bromochlorométhane ND +
Dibromométhane ND/** +
Haloacétamides HAAmMs

Chloroacetamide ok +
Bromoacetamide ok +
lodoacetamide +
Dichloroacetamide ok +
Bromochloroacetamide ok +
Dibromoacetamide ok +
Bromoiodoacetamide ok +
Trichloroacetamide ol +
Bromodichloracetamide ok +
Dibromochloroacetamide ol +
Tribr omoacetamide ok +
Diiodoacetamide +
Chloroiodoacdamide +
Haloacéonitriles FANs

Chloroacétonitrile ol +
Bromoacétonitrile ok +
lodoacétonitrile +
Dichloroacétnitrile ok +
Bromochloroacétonitrile ol +
Dibromoacétonitrile ok +
Trichloroacétonitrile ol +
Bromodichloroacétonitrile ok
Dibromochloroacétonitrile ol
Tribromoacétonitrile ok

ND: non détecg; *: niveau trés faible ng/L; **: niveau intermédiaire ng/L z t g/L;
*** - niveaufaible t g/L; **** : niveauintermédiaire t g/L; ***** : niveau modérét g/L;
*rxxkk - niveau élevé gilL.
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Les halophénols ont faitd T AEA G OBA OREOELA OOAAO AA O EAEOI
notamment dans le vin rouge.Copete et al(2011) ont montré un effet cytotoxique des
chlorophél T 1 08 ogydnisdtibn mbndliale dela santé,le 24,6 trichlorophénol est
classé D A O | pogsibl@ dancérigneD T O O mrhed(ZB), puisque des études ont i

en évidencedes cas de leucémie, ehezla souris des @ancers du bie (WHO 196).

2.2. Laréglementaion sanitaire desDBPs

A~ N o = N, o~ 2

durcissent peu a peu. & premiere réglementation a vu le jour au Carda en 1978 et

limitait la concentration totale en THMs a 3Bug/L. Puisen 1996, la limite a étéabaissée

a 100ug/L, pour O8 i O A &4 U§/D en 2006 (CostetDeiber). Enfin, en 2008, des
recommandations corternant spé&ifiguement les HAAs imposent que la somendes 5
principaux composés ne dépasse pas 80 pg/L $anté Canada En France, la
réglementation du Code de la sart publique, datant de 2003, ne considére que les M$

totaux, limités a 100 pg/L. Alas que lesréglementations se durcissent dans les pays
industrialisés (EU, Ginada, Ase), onobserve cependant une augmentabin constante des

THMs dans 1©® Oi OA A G0 AZAG AAA QA 6801 , liseA Are Audcbloration des ¢
réseaux(Mouly et al. 2009).

Al 87T AEATTART RT Apdwoh 18/ -3 A olr Cltéhns EHMAERA O OAI
dichloroacétique, 60 pg/L et 50 pg/L respectivement. Le choroforme est limité a

200 ug/L, alors que leAEAOT I T AET T OT 17 OEAT A AéontiinfitdsREAA OC
100 ug/L.

2.3. Réglementationenvironnementale

Sur la base de 'Bvaluation des risques réalisée pa le Ballast Water Working Goup
(BWWG), uneimite a été fixée pour les réidus totaux oxydés (TRO) a 0,1 mg €L dans
les eaux de ballas rejetées considérés comme «e présentant aucun risque
inacceptable pour l'envionnement » (GESAMPBWWG 2018) Concernant les eaux de
refroidissement, la concentation en chlore Ibre injectée dans les condues se situe
généralement autour de 0,5mg/L. La valeur de la cacentration maximale autorisée en

principe actif est établie par les autorités loales(arrété préfectoral).
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Pourtant, malgré leur toxicité croissante avérée sur laplupart des systemes biologjues
étudiés, et les pratiques actuelles visant a rejeter des ex chlorées dans
1 86801 11T Al AT Oh 00T O PAO Adi Odshdiitsbronigs i 007 O
2015)8 | ET O Bdaudbre ndrm@ Ar@itothementale cocernant les sous-produits

de chloration.

Dans toutes lesapplications environnementales, la législationOAT A U @®6&tAbkei | ET OA
durcir en limitant la concentration en principe actif a la source. En revanche, aucune
recommandatiol T 6 A @E O Odus-ppotiudsO O ,IAAD OO0 1 6 AT OBO®h dul AT AT O
désinfectant est transformé tres rapidemert (i.e. quelques scondes)en compaésnon

Oi ¢I AT AT Oi 08 # 0 laladoxeA&lRddution@hloke® GNERI®2001A D

3. Evaluation de la toxicité et des perturbations irduites par les DBPs
dansi 6 AT OEOT T 1 Al AT O
3.1. Les biomarqueurs

indirect des sousproduits sur les aganismes vivants Une facon de mettre erévidence
Ol Ei PAAO OE GlubBtaREcAsArOUR ArgaAideOVvivAnt est de suivre un
biomarqueur. Depledge et al(1995) définissentun biomarqueur comme un changement

biochimique, cellulaire, physiologique ou comprtemental, qui peu étre mesuré dans

differents d | PAOOEIT AT OO0 Amkttant & @igeAd EOBA DT OEOCET T A
AEeAOO Ad01T 1T 0 DI 6 dACost@t 4@2003) eh Histidy et Grdisd
catégories:

0 LesAET I AONOAOOO: ch soAtdiesindcAMAIGIOO AA T A DPOi O/
polluant dans lessystémes biologiqies.

o, A0 AET I AONO A eedoigneri AdeEamRdifications biochimiues,
physiologiques, comportenentales & AAT EAO AO OAET A801 1T 0O
réponses peuvent étre assoées a untrouble ou a une anomalie. Dans cette
catégorie on retrouve par exemple AO 1 Al £ Oi AOETT O0h 1 A0 1 AC
AA T A OOOOM ©arAsidlsdns) 15 legices rcaOEOA O AA 161 @U
les mécanismes de éfenses telles que les enzynseantioxydantes etles réactions

de peroxydaion lipidique.
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o Les biomarqueurs de susceptibilité : ils indiquent une capacité inhérente ou

A AN O BB drgarfistne a répndre a un stresspar exempg A 1 6 Agbl OEOQET |

xénobiotique spécfique, qui est héritable.

Les biomarqueurs sort ainsi des outils qui permettent de détecter, idéalement de &con

PDOi ATAA AO Obi AEEZENOAN IltubbatibrAdd Qitied, pak éxeniplé ET OAT (
une pollution chimique, impactante pour le vivant leal.

, 6 E doushacenteestdi T A ASATAITI ODLBBA GRAI T dondaAc&sGeidi 1 A0
Adccurrence de bionarqueurs pertinents afin A8 AT OEAEDAO 1 A0 A &EEA(
potentiellement irr éversibles des xéwbiotiques. Un bon biomarqueur estsensible,

fiable, permet une analyse rapidest a moindre coOt(Perrichon 2014).

En outre, de nombeux biomarqueurs sont considéés dans des bieessais pour
caractériser, dans des conditionscontrolées, lat@EAEO1 A3 O Aun ©dddeO OAT A A
biologique choisi. Ces tsts permettent de déterminer les concentrations induisant ou

non un effet, comme és corcentrations effectives10-50 et 90 % ou les concentrations

ndnduisant pas deffet ou le premier effé (respectivement NOECet LOEG, ur une

AOOiT A oshidgnAl@Bée.Ces essaisont clasgs selonl A O U b AtiorA didh@dn OE
chronique, et selon les observations souhaitées.

3.1.1. Lesvariations plenotypigles
, ORAIAO AS0T OOOAOO b AtGQa odavatioivisdele@n andlycahtA OA T A
généalement le développemat larvaire. En effet,les mesures clasiquement réalisées
concernent la survie, les anomalies de développementsleetards de coissances et tous
types de différences phénotypiqgues obggables; elles sont simples a réaliser,
nécessitent peu de moyen etsontpA O AT O Odstainsh ihduti#pértinent pour les
études de biomonitoring(Carballeira et al. 2012; Gharred et al. 2016)

3.1.2. Les variations biochimiques

La vie cellulaire repose surld A ET OE Aoméogtasie (i.€d IE maitien des équilibres

DPEUOGET I T CENOAO 11 Oi AO@Q8ubit,uh GiteBsD des sysdbe®T A  AA
biochimiques sont mis erplaceafin de maintenir et/ou O7 OAAT EO 1 8 ET I i 1T OOAC
AA 1 81 Glb ndnbreusds protéines ont été sélectionnéespour leur capacité a

transformer et éliminer des molécules potentiellementtoxiquesh A3 1 Odogeiel A Al

(especes adicalaires provenant par exemple de la piration) ou exogéne (polluants).
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= s o~ oAz

UnhA DAOOEA AA rk éoAsht® dobick EiimineAldsisub&dmrdsEaiques et ou

étrangeres.

, 6 A@AOT OETT AA | bpere Ad3dighementOdn @lisiRiutsAphase® des

enzymes de phase |, comme les cytawimes P45Q vont généralement oxyder le
xénobiotique. Au cours de laphase I les enzymes de conjugaison,telles que la
glutathione-Stransférase et la UDP glucuronosyltransféases, vont modifier les
xénobiotiques e transférant, sur ces xénobiotiques des mokcules polaires Ces

réactions de cofugaison augmententainsi| 6 Eophilie de la molécule et facilitent son

tral OPT OO0 U AKX AAi ABRRADOOI A8 , 6 Adsled deAéraent AA A A
positivement corrélée avec le niveau de stress, si bien que dosage de ces enzymes

constitue unmarqueur de stress.

Les espees réactivesdd 86 1T dUCT T A gs moksu@s natlréliénert produites au

cours de la vie cellulaire & qui ont un réle physiologique important en tant que

molécules de signésation et régulation cellulaires (Migdal and Serres 2011) Elles ont

des tamps de demi-vie trés courts, mais sat hautement réactives et peuvent induire de

nombreux dommages cellulaires et mdéculaires. Ainsi, la cellule doit maintenir

| GoAdance de ces ROS dans desce i EOAO PDPEUOET 1 1 CENOAOG8 51 A
antixoydantes (catalase, superoxyde dismutase, peroxydase) peOi AO ABAOODO,
physiqueset/ou chimiques, peut induire une surproduction de ces especes réactives de

I 81 @ UetdédledAcher un stressoxydant, lié aune augmentation rapide et intensedu

OAO@® Ad1T UAAOQGET T ARONOGAAAIOE! $§.1hH & A AaindBAEAAO
(Figure 5), et engendrer des dégats d@lulaires considérables, pouvant abautir au
vieillissement prématuré, ou a la prolifération cellulaire inontrél ée, évoluant souvent

en tumeur (Lazo-de-la-VegaMonroy and FernndezMej 2013).
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Anion superoxyde

Peroxyde d’hydrogéne

\‘?éuctmn de Fenton

Radical hydroxyle

cascades des kinases

Activation des / [ -\

Oxydation
de 'ADN

Peroxydation
Oxydation des lipidique
protéines

Figure 5: Schéma des différentes formes de ROS

Il existe plusieurs biomarqueurs pour caradériser un stress oxydani susceptible

A8 AAT OO Esess Wyéndivkique, allant des dosages qui mettent en avant le

déséquilibre dans le cycle & 161 gUCT T A AAIT 1 O1I AEOARh EOONODG
Oi Oi 1 AO 1 6 Aékidnkd&IA & NAB effetdI®principales molécules affectées par
les ROont:

(0]

, 6! 0T h O 1 6 Olx biin®peuvénetregsds en plusieurs endroits de la
molécule.On parlera de lésionsimples ou doubles brinsg(SSB et DSB pour Single

Strand Breaks et uble Srand Breaks,respectivementq8 $8AOO0O0AO 1 1 AE 4
peuvent apparaitre, par exemple la modiftation dela base purique guaninesn 8-

oxo-A' h AT 1T eeutbORFANOAO | 6 ADDMakAEEA. P00TAA AAT A
Les lipides membranaires, qui peuvent étre peroxydés altérant leur
fonctionnalité. Des défauts de régul@n de la peroxydation lipidique sont

assodeés a la serescerce cellulaire (Figure 6)(Cillard and Cillard 2006).

Les protéines, de la méme fap que les lipides, peuvent aussi étre oxydégsar

1 AO 2/ 3 @8e protéifeokyidk@s et agréées st délétére pour un organisme,

AEAU 1 B8ETITTA EI AOO O OOAT O eddulemgleEdi U AA
2007).
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nouveaux RL

avec les aldéhydes
(L, LO-, LOO")
aldéhydes

Altération des fonctions membranaires

N

Modification de la Perte d' activité de la cytochrome
perméabilité ionique oxydase et de la glucose-6-P
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\ | protéases ATP p
DOMMAGES CELLULAIRES

Figure 6 : Schéma des différent es étapes de laperoxydation lipidique

1O AT 600 AA Drgahifred d€8Ottek brit déveldppé desnécanismes de

défense antioxydantsdont la principale fonction est de bloque et de désactver les ROS.

, 6 OO AAO AT i1 ACAO T QUAAOEZEO AOO AEOAAOAI A
antioxydants cellulaires. Parmiles sysemes antioxydants enzymatiquesla superoxyde

dismutase (SOD) correpond a une famille de métalleenzyme (ontenant Cu, A, Fe, ou

Mn), comnuA BT OO0 AT 1T OAOOEO 1 6ATEIT OOPAG BBUAA Al
PDAOT UAA ABEUAOIT Qdui éimird padd@uxam@resfenzymedaicdtalase

(CAT) qui est une hémopotéine active dans les peroxysomes etal glutathione

peroxydase gu est une sélénoprotéine. Ces enzymes agissent en décomposant EOH

en HO et Q.

$A EAel 1 Pl 00 atpn 1déesOdéfentds aritiodydadtas Epnsitue un
biomarqueur des effets néfatges des xénobiotiques(Valavanidis et al. 2006) Dans des

ET EEAi A8 (AAEOOAI | Antekpré®d comnieEdnd Gde@diidnl desA OO E
orgal EOI AOh Al T Ood refleeA 6 R &EER DE OF @WE N © hdigdeAed DI 1 1 (

dommages cellulairegVasseur and CossiLeguille 2003).
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313.52YYI 354 RS fQ!5b
Le powoir génotoxique ddrO polluant lui PAOI AO AGET OAOACEO AOA/
compromettre son intégrité., 6 A@bT OEOETT U AAO Adi évariudi O Cil
impact sur le développement la reproduction et la survie des individus(Hagger et al.

2005; Pereira et al. 20111 ee et al. 2012) Cette capacité estioncimportante a prendre

el Al i DOA AAT O 167 OAI OAOCET T AA dedenuOUnBEAE OO
préoccupation majeure (Wurgler and Kramers 1992; Jha 1998; Liyan et al. 2005).a
Ai OAAOGETT AO 1 A NOAT OEZAZEAAOET T AAOcomiedi OAOE

biomarqueur de génotoxicité dans des conditionsA 6 A @D 1 &daed &uichradiques.

protéines, des pontages intraet inter-brins, des mutations dansla séquence des genes,

ou des muttions de type réarrangementsgénomiques (translocation, micro-noyau)

(Ammar 2018).

Afin de déterminer les@asOOOA O OEI bl ATAT OAT A AOET O AA 186! ¢
technique la plus répandue, de par sa rapidité, sa simplicité et sa sensibil{fEce et al.

2000; Akchaet al. 2003; Klemade et al. 2004; Frenzilli et al. 2009)Ce test renseigne sur

1 6ET OAT OEOi AO bl OO E otique sur urd sysinl didlogigué O1 @i
AB ET (evauwx @ al. 1997)En outre, le test des comeétes permet de révéler les Iésions

AA 1861 $ ristighes Qs dellules apopotiques (Frenzilli et al. 2009). La méthode

est basée sur la migration électrophorétiqueau trA O A O O gelAA880N C AdAl GAsh $ .

endommagé a paiir du noyau. Apres coloration, le profil de migration prend la forne

z A L o~ o~

A s o~ A~

del 6! $. ET OAAOh (& toméeest fondepdr les binROABDARS$. sAAOOI
(Figure 7).
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Figure 7 : Structure d' une cométe

3.1.4. Expressiodegéenes

On désigne par le terme <expression e genes» le processugnétabolique qui consiste a
exprimer la séquence ADN degénes en protéines fonctionnelles. & A @9Bien de génes

est finement régulée, AADOEO 1 61 OAtfiphhon deAl 61! & . O @jAd NOGBOA O
modifications post-traductionnelles des protéines (Figure 8).

Le profil A6 A@D OA O Géniel; E & &a6idbnddA tous les génes actisg A d O1 A
cellule) varie généralement avedes conditions environnementales, a priori dans le sens

du mainten AA 1 6 ET [cellilav® AeQypdde réponse transdptomique peut étre
corrélé au type de pollution, cequi en fait un bioindicateur pertinent couramment
utilisé. La compaaison des réponses ente les populations naturelles présentesen sites
pollués et non polués (.e.de référence) peut de plus,étre particulierement pertinente

Pl 00 Ai OAAOAO ntd des §$tdned @enhiarhinésWhiiehead et al. 2011;
Bozinovic et al. 2014)
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3.2. Les organismes modéles

Les especes bioindcatrices sont des organismes vivants, qui fournissent des
informations sur la qualité de I'environnement, des écosystemes marins profonds aux
habitats terrestres de haute altitude (Miller et al. 2007; Holt and Miller 2010). Leur
utilisation repose sur I'hypothese que les effets cumulatifs des changements
environnementaux sont qualifiables/quantifiables par I'état oules tendances actuelles
de la diversité, de I'abondance ou de I'accumulation des polluants chez une plusieurs
espéces vivantdans cet environnenent (Bartell 2006; Burger 2006; Zukal et al. 2015;
Bonanno and OrlandeBonaca 218). Ces espéeces sont des outils importants pour

détecter les changements dansdnvironnement et ont le potentiel d'évaluer la «anté
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des écosystmes» avant que leur fontionnalité ne soit compromise, en fournissant des

réponses biologiques qui peuvehguider les gestionnaires environnementaux Khatri

and Tyagi 2015; Bonanno and Orland®onaca 2018) L'utilisation des bioindicateurs

comme sentindles de la santé de l'envbnnement est aujoud’hui une approche
DAOOET AT OA NOE OAT OAECT A QBobanto@rl FaEdn®20856 O1 |
Siddig et al. 2016) Tout bon biondicateur, quele que soit sa place dans le réseau
trophique, doit posséder certaines propriéés, dont la préseiwe naturelle, 'abondance, la

facilité d'identification et d'échantillonnage, une tolérance modérée aux paurbations et

aux stress, et une lar§ AEOOOEAOOEIT T Ci | COADE Ededifer AA Ol
plusieurs populations exposés a différentes comentrations de polluants ou de facteurs

de stress(Hellawell 1986; Mathes and Pfetsch 1991; Carignan and Villard 2002)

Le milieu marin est de plus enplus exposé a des pollutions diveses et variées qui
menacent l'intégrité de nombreux habitats et du biote associé, des milieux cétiers aux
milieux pélagiques et destcosystemes benthiques aux écgstemes de surfacgUrban-
Malinga et al. 2018; Nagarajan et al. 2018; Bonsignore et al. 201®our des raisons
écologiques et économiques, la nécessité de surveiller I'état du milieu nrars'est
considérablement accrue au cars des derniéres décenniegOfiara and Seneca 2006;
Avila et al. 2018; FoxKemper et al. 2019) En conséquence, ['utisation d'espéces
bioindicatrices de la pollution marine est devenue une pratique établie pour évaluer les
effets de divers types de polluantssur les é&osystemes marins (Rainbow 1995;
Ostapczuk et al. 1997; Leal et al. 1997; Muse et al. BJ9En effet,on évalue surtout

1 6 AEAAO-cOAGATIEQIAGETT AT T EIEAO TAOOGOAT 10 I
laboratoire. A ce jour, de nomteuses esgces de différents groupes taxonomiques ont

été utilisées comme biindicateurs de divers poluants marins.

Les dgues, utilisées pour des bieessais @r Allen et Telson en 1919our la premiére
fois, se sont révélées étre un modeéle pour les tesdsotoxicdogiques(Coillie et al. 1983).
En effet, leur place de premiemaillon de la chaine almentaire ainsi queles avantages
gue procure leur culture (sensibilité, petits volumes, représentativité) les rendent
particulierement intéressantes. Ledests avee des algues sont basés soitisdes mesures
de croissance soit surdes mesures de paramétresbiochimiques telle que la
fluorescence.Yamamuro et al.(2003); Alquezar et al.(2013); Delunardo et al.(2015)

ont notamment utilisé des macroalgues comd AET ET AEAA QdlidhCen AS O1 A

nutriments. Garda-Seoane et al(2018); Bonanno and Raccuig2018) ont, quanta eux
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OOEI EOi 1 AO Al ¢cOAO Aiii A ETAEAAOADOO A60OT A bi
Les organismes bivales telles que les moules et les huittes bW/EAE O 1 61 Aeid O A A
travaux de suvis de qualité des eaux estariennes et littorales depart leur importance

éoologie et économique. Leur capacité a bioaccumuler les polluants a largement été
démontrée. De pls, le développement embryonnaire est rajle et tres sensible a la

gualité du milieu. Les bivalves ont servi déioindicateur pour des pdlutions aux métaux

lourds (Dirrigl et al. 2018), aux produits pharmaceutiques(Cunha et al. 2017)mais

également a divers polluants organiqueg.ichmannet al. 2015; Viias et al. 2018)

Les oursins sont également debons candidcats car ils jouent un rélecentral dans la
structuration des communautés benthgques marines, a la fois comme herbivores et

comme proies(Pearse 2006) Leur fonction de bouteur benthique les expose au risque

de bioamplification. De plus, le développement embryonnaire dé & T OeStGiEvienu

intéressant pour la communauté scientifique, notamment en biologie, biochimie et

génétique et les plus anciennes études datent du 19iem siecle (Morgan 1894;
Kobayashiet al. 1972; Dinnel et 8§ 1987)8 , AO 1 A OOA O soht éri eficHdeiles AAOI A
a produire en abondanceet leur croissance estrelativement rapide. Les oursins, tel que

1 681 OO O BPhracéntdius WiBus présentent une forte plasticité phénotypique leur

DAOI AOOAT €r adufe lafyéd dadriebde conditions environnmentales comme la

N s A N~ N o N~ N = N aa N e

nourriture disponible. Plividus peut supporter des températures allant de £C a30 °C,
et peut suwivre en milieu lagunaire a des salinités cormrises entre 15 et 40 ppm
(Boudouresque and Verlaque 2007)Parmi lesétudes qui ont utilisé les oursirs conme
bioindicateur, on retrouve Pinsino et d. (2008); Gharred et al(2016) et Bonaventura et
al. (2018) pour une pollution métallique. Savriama et al.(2015); Amri et al. (2017) et
Rocha et al(2018) pour I & de@&pollution organique.

Les poissonsnotamment de fond tels que le congres oules anguilles, sont également
utilisés pour les suivis de bioaccumulation et bioamplittation. Cesespéces prédatrices
situées au sonmet de la pyramide écologiue, smt susceptibles de concentrer des

polluants par rapport aux concentrations environnementalesCagador et al. (2012) ont

i OOAEi 1 A DPAOOET AT AsBonsiAcéniirie Aioindieah G O A B BlidibnA AD DI
métalligue. Smalling et al.(2016) ont utilisé le poisson Panmatomus saltatrix comme
ET AEAAOAOO AG6OT A PilT1OOEIT 1T OGCAT ENOAS
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Les porteO A & Aet de Guairtid des polluans varient selon la nature du composé et les
capaA E Oi O gadidine.lleddli@ant peut étre socké, excrété ou transformé. La toxicité
y est directemA T O A TCE C

ainsi interférer dans les voes métaboliques par exemple. Les organismesarins

exposés demaniere chronique a des environrements multi-pollués sont capables de
O 6 AABAO A O h er Afie deirnifer@eur intoxication. Nous le verrons par la suitei | adle

des biomarqueurs décrits précédemment.

4. Lesite d@tude: le golfe deFos

Sur la coteméditerranéenne francaise,au Nord-Ouest de Marsdle OA O OT OOA
plus grands portsde commerce de& OAT AA AET OE NO&8OT A UITA
golfe deFos(Figure 9). Le pble industrielde Fos présente I&¢me concentration en stes
Seveso aprésd shuaire dela Seine en Francdl comprend desindustries de pétrochimie,
de raffinerie, des centrales thermiques a gaz naturel, des terndanx méthaniers,
pétroliers et minéraliers. Ce golfe smi-fermé de 147 km2 favorise le confnement de
I'eau et recat les panactkes du deuxieme plus @nd fleuve médierranéen, le Rhéne,

entre autres apports d'eau doucdqArfi 1984; Ulses et al. 2005)

N 5km
A R E—
in T % Fos-sur-Mer
<
™
< % 6“6
% Ol Etang
de Berre
z % "}"‘a @) © Port-de-Bouc
- % “Se 5 Golfe de Fos
- Port-Saint-Louis- Lavéra
du-Rhéne O
A
& @)
(a2]
-t
zZ
]
f,';' 4.75°E 4.85°E 4.95°E 5.05°E

Figure 9 : Cartographie du golfe de Fos.
En vert des rejets industriels chlorésfroids et en orange lesejets chauds.
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Avec une telle diversité industrielle, le golfe est soumis anupanel de pollutions
différentes entrainant une multi-contamination du site: méaux, hydrocarbures, et

autres polluants organiques.

En effet, selonBenon et al.(1978), le golfe de Fo®st une des zmes les plus polluées
A6 %00l PA AT i1 i1 AlEID) Fyd1R)ALEs téneudsAdtrduiés@dnt
7, 20 et 30 fois sipérieures pour le Cu,Cd, et Zn respetivement que céles de Chester
and Stoner(1974) pour les eaux océaniques considéréaomme réérence. Par ailleurs,
parmi les eaux ddtieres étudiées de tellesconcentrations sat rarement retrouvées, on
compte pami les sites les plus pollués, les eaux dgéong-Kong (Chan et al. 1974) les
eaux de Oslofjod (Andersen et 4. 1973), la baie de Cardgan d le chenal ce Bristol
(Abdullah et al.1972). Les études deFukai and HuynhNgoc(1976) sur les eaux cotieres
et hauturieres méditerranéennesont mis en &idence le r@e exceptionnel dugolfe de
Fos sur la pollutionaux mé&aux lourds. Un rapport plus récent a éé réalisé a la demande
du centre de traitement multi-filieres de déchets ménagers de Fa=sn 2009, et a misen

avant une pdlution au plomb conséqgente AAT O 1 & Adilnérits etl Ik Poissbins
(Golder Expertise 2009)

43"25'NL = §
< ’ .

Etong de Berre

cL saoint Louls

TN

Figure 10 : Goncentra tion en zinc dans le golfe de Fos selon Benon & al. 1978
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Plusieurs études visanta mesurer la pollution en hydrocarbures dans le golfe de Fos ont
été menées (Siron and Giusti 1990; Mille et al. 2007) Les niveax d'hydrocarbures
variaient de 10 a 260 mg par ky de pdads sec de sédiment, et sont sembladd aux
concentrations cotieres meéditerranéennes. Les principales origines des hydrarbures
sont les émissions industielles, principalement sidérurgiques ainsi que le trafic

maritime et routier.

~

, 6 i @ Mlus récente est celle de Boudjellaba et al. (2016), qui rapporte les
concentrations en sous-produits de chloration retrouvées dans le golfe de FosDe
nombreux sites industiels auour du gdfe utilisentdesvi 1 O A O mpodtahid QourE
le refroidissement de leurs irstallations: centrales électriques (Combigolfe, Cycofos,
EDF) sidérurgie (ArcelorMittal), raffineries (Lavera). Le golfe estussi caractérisé par la
présencede deuxterminaux mi OE AT EnkebgOre @kdsCavau et Fos-Tonkin), qui
emploient des systémesde réchauffement afin de re-gazéifier le gaz naturel importé
sous forme liquéfiée(GNL). Pour le terminal de FosCavaou, cela représente un débit de
10 000 430 000 m3/h A & A /e Gner Arélevée puis rejetée en catinu. Ces échanges
thermiques peuvent provoquer des écartsde température de + 5C.Une contamination
généralisée du golfe deFos a été identifiée par Boudjellaba et al.(2016), awec des
niveaux de biomoforme allant de 0,6 a 2,2t g/L et de dibromoacétonitrile allant de 0,9 a
1,0t g/L en hiver.
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CHARTRE 2 Idantification du niveau de
pollubn dans le golfe lees

, A NOAOGOETT Ad6i OOAA rdéé sais brd rkdlle corh& OADDA&E ODA KB
du milie®8 , 8 licAeStAdqGefifi@ et quantifier le niveau de pollution en DBPs du
gofAh AA T A AT 1T1T1T1TA AdAAdapitle prédenteElasOriombredsésAi | E N

techniques analytiques mises en jeu ainsigO 6 O1 A D A Geau® depdidionidéhs

différents compartiments du golfe.
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1. Les sousproduits de chloration dans le milieu marin, méhodes
A6 AT Al UOA

~ o~ A~ N

différents compartiments raturels (Chung etal. 2003; Boudjellaba et al. 2016; Manasfi et
al. 2018). En milieu marin unegrande partie de la rechercle concerne les installations
de dessalement del'eau et les centrales thermiques ou nucléees (Taylor 2006; Agus
and Sedlak 2009; Khalanski and Jenner 2Q). Ces étudesse limitent & quelques
composés eta un seul point de rejet en haute mer. Les données sur la réactieitde
certaines classes de DBP, suedr comportement dans le milieunaturel, commeles
bromophénols (Sim et al. 2009) sont particulierement rares et couvrent rarement
toutes les conditions physicachimiques potentielles de salinité, température, courant
Pourtant les baies industrialisées souffrent généralement de nombreux rejetfans une
zone étroite, ce qui efraine probablement un stress des écosystémes marins.
Caractéiser la polution globale est uneétape importante, pour en associer les risques
potentiels et pour pouvoir ensuite modéliser et envisager des solutions avec lestaurs

locaux.

Le golfe de Fogyui est ici étudié,recoit les eaux chlorées de 7 industriedifférentes. De
plus il abrite une large biodiversit¢ AET OE N OGS O1a maueddesiinéed A 1@ A
consommation Il y a dong a plus large échelle, des enjeux, écomiques, sanitaires et
sociétaux Dans le but de caractériser cette pollutiorle plus précisément possilde, six
campagnes de pélévement A 8 AcAt@té mises en place, couvrant ainsi un large spectre
de conditions climatiques une campagnede prélévement de sédiments et plusieurs

péches dd Irsihisont eu lieu.

2. Matériels et méthodes

2.1. Le déroulement des canpagnes

2.1.1. Les campgnes «au»

Sx campagnes d'échantillonnage ont été réalisees ébleau 3), couvrant les 4 saisons
annuelles. Les stations d'échaillonnage quadrillent I'ensemble du golfe de Fos en
incluant les 7 principaux débouchés industriels fFigure 12). A propos desnoms des

stations, les «x » représentent des exutoires, les points r » représentent des points en
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mer, les points «c» représentent les points dans lecanal de navigaion du Rhéneet le
Rhoéne et les «p» pour les points situés dans le port. Pour chaque station, des

i AEATOET1T1TO0 ABAAO 110 i Oi N3KnAG®SLAGeOerald |
Oceanics, USAen surface et en profondeur(en moyenne 7m) Deux litres ont été

Oi AODPi Oi OlysbdenBRs]i @ /A&¥t akidifié avec 51 , ASAAEAA 18B®OAT OAE|
g/L, afin de stopper toute réactionavec k chlore résiduel., dutre est mnservé avec du

AET T OO Odnium & 104/l afin de powoir analyser lesDBPs azotés Enfin, 250mL

sont prévus pour B AT Adedjp@ametres globaux. Tous les échantillons sont coasvés

adc°Cetal 81 A OjdsGud iabealyse

0 AE

Les différentes conditions de courant pour chaque cammme ont été cartographiéeset

sont resuméessur la Figure 11.

Tableau 3: Récapitulatif des conditions météorologiques de chaque campagne

Campagne | Printemps 24 stations | Rejet Rh(‘)ne,: 600 ris SE 40km/h

1 (Avril 2017) Rejets chlorés~ 105000 md/h
Campane | Automne 24 stations | Rejet Rh(‘)ne,: 550 /s NO 20km/h

2 (Octobre 2017) Rejets chlorés~ 105000 mé/h
Campagne Hiver 24 stations | Rejet Rh(‘)ne,: 1600 ris NNE 5km/h

3 (Février 2018) Rejets chlorés~ 87000 m3/h
Campagne | Eté 24 stations | Reet Rhone =1500 m3/s : .

4 (Juin 2018) Rejets chlorés~ 80000 m3/ h Brise thermique
Campagne | Automne 12 stations | Rejet Rhone = 1900m3/s : ,

5 (Novembre 2018) Rejets chlorés— 115000 m¥/h | Erise thermique
Campagne | Printemps 24 stations | Reijet Rhone = 1700n%/s , ,

6 (Début juin 2019) Rejetschlorés ~ 105000 m¥/h | BS€ thermique
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Campagne 1 Campagne 3 Campagne 5

25 avril ;24 avil 2017 14 février : 1S février 2018 08 novembre 2018
| 5km
F'e) Fos-sur-Mer '—‘N

Campagne 2 Campagne 4 Campagne 6
09 octobre 10 octobre 2017 20 juin 2018 12 juin 13 juin 2019
€ Fos-sur-Mer %‘
“ < % I Etang
de Berre|
» .\O » x  Port-de-Bouc
3
Port-Saint Y ¥ Lavéra
-Louis x (o)
Loy § .

Figure 11 : Mesure du courant en surface et e n profondeur (maximum 7m) pour chaque campagne .
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Figure 12 : Cartographie des points de prélevement dans le golfe de Fos sur Mer.

En rouge les pointsaux exutoir es, en jaune les points dans le pgren noir les points en mer een bleu les deux points

dans les canax. Les points en verts, représentent les poistde i 1 71 OAT AT O DI 6O 1 8AT Al UOA AA
1 8AT AN UGAA MO O O 0¢ préfe@s. li2d exdtolded. 8t Torikin,i9xd Gombigolfe, 10x: ArcelorMittal, 11x:

Cycofos, 12x Elengy, 13x Lavera, 24 : EDF.
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La température, le pH, la salinitéet la chlorophylle a ont été déterminésin situ pendant
I'échantillonnage de I'eaua l'aide d'une sande multi-paramétres de type CTD (MS5, OTT
Hydrolab, Allemagne), dans touted colonne d'eau. Le courant a également été mesuré
avec un courantometre de type ADCP (Accoustic Doppler Current Profiler, NOTEK
modéle Aquadopp Profiler 600kHz).

2.1.2. La campgne « sédiment»
Le prélevement des sédiments du golfe de Fos aéétealisé une seule fois, au printemps
cmpxh AT PAOAI T T1 A nfLCLAsAsédimars dhiéiépebu@ilista I'dide A A O
d'une benne Ekman ai niveau de 10stations d'échantillonnage (8p, 11x, 12x, 13x, 14m,
15m, 17m, 19m, 22m, 24m)Tableau4, Figure 12). Les sédiments ont été sickés a 4 °C

a I'abri de la lumiére dusoleil jusqu@ analyse.

Tableau 4 : Liste des échantillons prélevés pour l'analys e des sédiments

Prélevements  Profondeur (m)
8p 7.4
11 6.5
12x 4.7
13x 8
14m 7.18
15m 11.5
17m 5.1
19m 24.5
22m 17.8
24m 6.2

2.1.3. Les campagesde prél®@SYSy i RQ2 dzNRAY
Les pécles A dufsins ont eu lieu en hiver 2017, sur 1 semai®. Environ 50 oursins ont
été péchésen apnéesur 6 sites différents, plus ou moins proches derejets industriels

(Figure 13).
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Figure 13 : Six différ ents points de pré leévement d@ursins

2.2. Méthodes analyticques

Tous les standards analytiqges ont étéobtenus aupres deSupelco/Sigma Aldrich (EU).
Le tribromoacétaldéhyde (97 %) (Aldrich, RoyaumeUni) a été utilisé pour générer sa

forme hydratée d'hydrate debromal (BH) dans I'eau ultrapure (Millipore, résistivité >18

Mm cm). Le 2bromo-4-chlorophénol (98 %) et le 2,6dibromophénol (99 %) ont été

fournis par Alfa Aesar (Allemagne) et le 24libromophénol (95 %) et le 2,4,6

tribromophénol (99 %) par Sigma-Aldrich (Etats-Unis). Une soluion mére étalon de

chaque composé até préparée dans de I'éther méthytert-butyligue (MTBE, pureté

99,8 %- Merck, Allemagne). L'acide ascorbique cristallin a étéourni par Sigma (Chine).
L'acide sulfurique, réactif de qualité analytique, a été fourni par Fisher Scientific

(RoyaumeUni). Pour tracer les courbes d'étalonnage l'eau de mer artificielle a été

enrichie avec les solutions méresde selsa différentes concentrations. L'eau de mer
artificielle (ASW) a été préparé conformément a la rorme ASTM D1141-98 (2013).
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2.2.1. Extraction descompasé £ LI NIANJ RS I YIFIOGNROS RQSH d
A partir de nos échantillons de 1L consaés AAT O 1 8AAEAA AOAT OAENC
nécessaires pour réaliser les extractios destrihalométhanes, deshaloacétonitriles et de
| §dEate de bomald , 87 OAT T 1T ET QZ3arichloroddpané codarmémedtO 1 A p
a la norme U.S.EPA 551 (Munch et al. 1995) Le pH a été ajustéentre 4,5 et 5,5 par
addition d'acide sulfurique si néessaire. Leséchantillons ont été ensuite extraits par
extraction liquide-liquide (LLE) en ajoutant 5mL de MTBE et en agitant manuellement
pendant 4 minutes. Ensuitela phase organique a été collectgaour analyse.,, 6§ AGOOAAOEI
esO 1T A 161 A bderalonitroriéihahés,(tépBndant les échatillons utilisés
sont ceuxconservésavec duAE1 T OOOA A@idwi et dl. POEAPlies sousproduits

s o~ s s N A L o~ o~

autre agent de conservation le chlorure d@ammonium OO C Ci Oi Db ADewietal. OOA A
2012) a été utilisé , A AEI T O®dduk T A6 AHAOO 8O00A i1 OAT AO U
analyses, carilne stopeDAO | 6 AAOET DEAOAIAEROORS OAEAT OEI I |
doncpasAdi O 1 OAO AT OOA T A TT1TATO AO DPOiliT OAT AT G
0 I Oanalyisedes aciles haloacétiquesja méthode 52.3 de 'USEPA (Domino et al.

2004) a été utilisée avec de légeres modifications. En résunu&s aliquots d'échantillons

AT T OAOOI O AAT O UG®ALA A addiides DU © A par addition

d'acide sulfurigue concentré et extrait avec 4 de MTBE. L'acide 2;3
dibromopropET T ENOA A 1 O0i AET 001 AO@ AadmdduEd&O Al i
liquide, la phase organique contenant ledHAAs a étérecueillie et transférée dans @s

flacons de 65 mL auxquels TL de méthanol acidifié a 10%ont été ajoutés et placés

dans un kain-marie a 50 °C pendant 2 h pour dériver les moléculggnéthylation). La

méthylation consiste atransformer un acide (COOH) en ester méthylique-COOCH).

Un ester est nettement moins polE OA NOA 1 8 AAE Aaill, pak €onsédudntA D1 OC
cette étapeA 8 A O O1 Odimdhiard |A QuBalitéides résultats analytique obtenus lors de

leur séparation par chromatographie gazeuse. Aprés la dérivation4 mL de solution

saturée de bicarbonate de sadm sont ajoutés a chaque échatillon avant de recueillir

la phase organique contenant les esteré\ I8AAs.

01 OO 1 & A halophBrndIh(HRS)Aldddérivation (acétylation) et I'extraction liquide-
liquide (LLE) ont été effectuées en suivant la technique décrite pallonier et al. (1999)

avec quelques modificatims. Des échantillons de 50 mLconservés danO | 8 AAEAA

ascorbique ont été mdangés manuellement pendant 4 minutes avetO g de carbonate
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desodiumv |, AB8AT EUAOEAA 2M&tricheipbéhol &t@ondnterned,, A A
pour dériver les HP. Les halophénols doivent étre dérivés awvat leur analyse en
chromatographie gazeuse B raison de leur polarité élevée, qui peutinduire une
mauvaise résolution (pics large9 et diminuer la limite de détection. Le pocédé de
dérivation le plus efficace, le pla simple et le plus rapide est I'acétgtion aqueuse, avec

ajout de CHCO (Pizarro et al. 2010). 2,5mL de MTBE sont ensuite ajoutés aux
échantillons, aprées 2 ET OOA O A6 ET ie$ phasé drdartnledsbrit iécupérées

Pour le dosage des fractions & composés organohalogénégotaux, un analyseur
TOX300 Mitsubitshi a été utiliOi 8 , 6 A&OsintaheOcklle des THMs, avec un
facteur de concentration plus important.Cent millilitres A 8 i A E Ado@ &xirditd alvec

2,5mL de MTBE et 20g de sulfate de sodium. AgO 1t | ET OOAO ABACEOAO
organigue estrécupérée

A~ 2 o~ o~ = A

Les phaserganiques ont été conservées a20J # EOONOB8U 1 6 AT Al UOA8
guantifiés a l'aide d'un étalonnage standardLes étalonnages onété effectués a des
concentrations allant de 50 ng/L a 50 g/L. Pour chaguegammede concentration, des
étalonnages externesnt été effectués a l'aide d'un ensemble de 7 solutions étalons. Les
solutions ont été préparées en ajoutantdtalon dans de I'au de mer artificielle et en
effectuant ensuite le méme traiement que celui des échantillons. Des blancs de réactifs

d'eau de mer et d'eau purifiée ont été inclugdans chaque séquence. L'analyse des
échantillons a été effectuée erduplicat. Les imites de détection D), de quantification

(LQ), les coeffcients de linéarité et les taux de recouvrementpour chaque composé

étudié sont présenté dans leTableau 6.

2.2.2. Préparation des échantillede sédiment

Les sédiments ont été ramenés a températarambiante et ont été homogénéisédans
des facons prénettoyés en remuant vigoureusement avec des spatules en acier
inoxydable. Les poids secs ont été déterminés en placant des aliquotes d'échantillon
dans un bur a 105 °C et pesés a intervalles de 24 s jusqu'a ce que les différences
de poidssuccessives deviennent inférieures a 4 %. Pour l'analyse des halophénols dans
les sédiments, la méthode s'inspire déampi et al.(1992) avec quelques modifiations.
Vingt grammes de sédiments humidesont été peses, 50 mL de solution de NaOHM et

50 { L d'étalon interne 2,4,6 trichlorophénol a 1 mg/L, ont été ajoutés. Ensuite, 50 mL

d'hexane ont été ajoutés a I'échantillon et le tout a étéxposépendant 10 minutes aux
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ultrasons. La phase hexane a ensuite été élinge, la phase aqueuse a étéécupérée et
intr oduite dans des flacons de verre de 65 mL qui ont été centrifugés a 2000 tr/min
pendant 10 minutes. 40 mL du surnageant résultant ont ensuite été prélevés traités
selon les protocoles utilisés pour I'analge des HP dans les échantillons d'eau déts ci-

dessus.

2.2.3. Extraction des phénols pour les oursins

Un total de 287 oursinsa été récolté, avec des tailles comprises entre 5 et 7 cm. Par site,

les gonadesont été regroupées dans 4 flacons de 25@L, chacun ontenant entre 10 et

15 individus. Aprés congélation a -55 °C,lyophilisation puis broyage (Restch MM400

¢uv (Uugh TAO bl OAOAO MBS @é&shnt dnte 1(h 59 dnAdtéA T UOA
conservées &45°CE O O N éuadtionl. Toutes les poudres ont été doges avec 50 pL

A O1T A O1 1 O0HEDmy LAOAL 5ArkAdphéhol, puis diluées dans 5mL de

MTBE Le mélange est soumisant | ET OOAO A30O1I OOAOT T O AOAT O A
uM. Le filtrat e® AT OOEOA AT T AAT 001 O1 60| densA EOONK
(TurboVap Il). Pour augmente 16 AEAET AA 1 68AT AT UOA AOGAA 1T A D]
colonne SPE Florisil de purification ce dernier est repris dans 51 , A3 EA@GAT As |
phénols sont élués gicea un mélange de solvant hexag/acétone (75:25) et concentrés

une derniére fois sous azte jusqu'a un volume final de 500uL. Apres une dilution au

dixieme dans du MTBE, les extrastsont conservés a-20 °Cjusqu@ i 8 AT MadleOdl

2019).

2.2.4. Méthodes analytiques

Les oxdants résiduels libres et les oxydants résiduelsotaux ont été mesuré par la
méthode cobrimétrique DPD en utilisant un spectrophotometre portable (AQUALYTIC
AL 800, Allemagne). Les niveaux de bromure dans l'eau ont été mesurés par un systeme
de chromatographie ionique ICS3000 Dionex utilisant un éluaxt NaCH 30 mM avec un
débit de 1,5 mL/min &30 °C. Le carbone organique total (COT) et I'azote totaN{T) ont

été mesurés par oxydation catalytique a haute température (Multi N/C 2100, Analytik
Jena, Allemgne). Des échantillons prétraités ont été injecté0 t 1) dans le fourrempli
d'un catalyseur préconditionné. La combustion a été réalisée a 800 °C et les produits de
combustion ont été transportés par de |'oxygene de haute pureté (Linde Gas)
permettant la détection du CQ par infrarouge non dispersif etla détection du NO @r

chimiluminescence.
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Les extraits organiques contenant les DBPs ont été analysés a l'aide d'un

chromatographe en phase gazeuse couplé a un détecteur a capture d'électréNli
(modele GGECD Clarus 580, Perkin Elmer, Norwalk, CT, USAa chromatographie

gazeuse couptea un ditecteu0 U AADOOOA Adi 1 AADOOIT I

composes hautement électronégatifs ted que les compoés halogénés(Hodgeson et al.

1990; Tominaga and Ntio 2003; Chinn et al. 2007) Le principe de la détetion repose

sur la circulation des molécules alasaiedelA AT 1 T T 1T A AO AA

radioactive émettant des particuley . Lesélectrons génerent un courant qui est mesure.

, 100 AO DPAOOAGCA AdOI

courant OO0 AET OE tCettd Q&i@tien dg &cdu@nt proportionnelle a la

concentration en composéqui est mesurée. Une colonne capillaire Elite 5MS a été

utilisée pour la séparation.L'hélium 5.0 a été utilisé comme gaxecteur a 1 mL/min.

L'azote a été utiisé comme gaz d'appeit & 30 mL/min. Les programmes de détection

sont détaillés par famille dans IeTableaub.

Tableau 5: Programmes de détection en GC-ECD en fonction des familles analysées

Trihalométhanes
Haloacétonitrile s
Hydrate de bromal
Halonitrométhanes

Acides halo&étiques

Halophénols

Halophénols airsins

Programmes GGECD

35°C (maintenue 22 minutes) A 145°C a 10°C/min
(maintenue 2 minutes) A 260°C a 15°C/min (maintenue 5
minutes) A 280°C a 40°C/min (maintenue 5 minutes)

40°C A 65°C a 2,5°C/min (mantenue 2 minutes) A 85°C a
10°C/min (maintenue 2 minutes) A 2°5°C a 15°C/min
(maintenue 25 minutes)

65°C (maintenue 5 minutes)A 220°C a 7°C/minA 240°C a
15°C/min (maintenue 8 minutes) A 310°C a 40°C/min
(maintenue 20 mnutes)

65°CA 240°C a 2°C/minA 310°C a 40°C/min (maintenue 10
minutes)

01 OO beddAstopobks orgamhalogénéstotaux, leséchantillons ont étéintroduit s

dans un tube de combustion sous flux d'argon et d'oxygéne (20tnL/mn). La

combustion des composés organohalogénés extraits (EOX, suivie Ad O1T A 1 OAPA

pyrolyse (900 °C), conduit a la formation dhalogénures d'hydrogene (HX) qui sont

dosés, apres déshydratation par coulométrie. L'introduction de vapeurs d'HX dans le

réacteur cantenant de l'adde acétique a 85% prooque une baisse di potentiel qui est
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compensée par la génération d'ions Agusqu'au retour du potentiel initial. Selon la loi
de Faraday, la quantité d'halogene (ug ¢lest directement proportionnelle a la quantité
d'ions Ag produits. Seuls ledluors ne sont pas dosésLa gamme de mesure s'étend de
0,05pg/mL a 50 pg/mL. La fiabilité dela méthode a été vérifi€ au moyendu dosage

d'une solution deconcentration connue de 2,4,8richlorophenol diluée dans du MTBE.

Tableau 6: Paramétres de qualit é analytique

Chemical (Unit) DL |QL |RSD (%) Recovery (%) | Range Linearity (r)
n=7 0,1 pg/L

Bromodichlorométhane (pg/L) 0,01 10,05 }3,9 130 0,03-1,00 |0,998

Dibromochlorométhane (pg/L) 0,01 10,03 }4,1 93 0,03-1,00 {0,999

0,02-1,00 0,997

Bromoform (pg/L) 0,01 10,04 |45 99 1,00-20,00 | 0.991

Tribromonitrométhane (TBNM) (ng/L) 0,01 10,07 }1,2 111 0,1-5 0,997

Dibromoiodométhane (DBIM) (ug/L) 0,07 10,1 10 157 0,05-5 0,99
n=7 _ 0,05 pg/L

Hydrate de bromal (BH) (ug/L) 0,01 0,04 |5,3 I 149 0,03-1,00 0,999
n=10 0,1 pg/L

Monobromoactétonitrile (BAN) (ug/L) 0,02 {0,07 |12 117 0,01-5 0,991

Dichloroacétonitrilee (DCAN) (ug/L) 0,01 10,02 |2,7 93 0,02-2,00 0,998

Trichloroacétonitrilee (TCAN) (ug/L) 0,04 {0,16 11,2 87 0,10-1,00 {0,993

Bromochloroacétonitrilee (BCAN) (pg/L) 0,01 10,02 |3,6 75 0,02-2,00 0,999

Dibromoacétonitrilee (DBAN) (ng/L) 0,01 0,02 |3 85 0,02-2,00 0,999
n=8 0,05 pg/L

2-Bromo 4-chlorophénol (2B4CP) (pg/L) [0,01 0,02 |6 95 0,01-1,00 0,999

2,6 Dibromophénol (2,6 DBP) (ng/L) 0,01 10,03 |6 104 0,03-0,60 0,995

2,4 Dibromophénol (2,4 DBP) (ng/L) 0,01 0,02 |4 107 0,02-1,00 0,999

2,4,6 Tribromophénol (2,4,6 TBP) (ug/L) |0 0,01 1,6 138 0,03-1,00 0,992
n=8 0,5 pg/L

Monobromoacétique acide (MBAA) (ug/L) |0,9 2,7 |15 84 3,0-10 0,991

Dichloroacétique acide (DCAA) (],Lg/’L)- 0,08 10,28 |6,1 91 0,3-2,0 0,994

Trichloroacétique acide (TCAA) (ug/L) 0,12 10,43 ]9,2 92 0,3-2,0 0,996

Bromochloroacétique acide (BCAA) (ng/L) 10,11 10,38 16,8 111 0,3-5,0 0,999

Dibromoacétique acide (DBAA) (ug/L) 0,1 03 16,9 91 0,3-2,0 0,996

Bromodichloroacétique acide (BDCAA) (ng{ 0,09 10,31 |10,7 116 0,3-2,0 0,992

Chlorodibromoacétique acide (CDBAA) (pg{0,12 0,44 16,9 128 0,5-5,0 0,994

Tribromoacétique acide (TBAA) (ug/L) 0,14 045 |7,9 113 0,5-5,0 0,994
n=7 _0,1 mg/L

Chlore résiduel libre (mg/L) 0,03 |0,1 |36 102 0,1-1,0 0,993

Chlore total (mg/L) 0,03 0,1 |36 102 0,1-1,0 0,993
n=7 1 mg/L

Carbone organique total (TOC) (mg C/L) 0,11 10,33 |24 144 0,3-3,0 0,99
n=7 _ 1 mg/L

Azote total (TN) (mg N/L) 0,17 10,51 |9,7 270 0,2-2,0 0,99
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2.3. Analyses statistiques

Afin de pouvoir comparer toud 1 AO BDAOAI T OOAOG 1 AOGOOTI O AAT O
avons exprimeé toutes les concentrations en pg/L équivalent bromées statisiques ont

été rédisées avede logiciel R (version 3.6.1, 2019). Pour décrire les corrélations ainsi

que lesrelations entre pollution -environnement, des test de Pearson ont été réaliséset

des analyses en composantes principalesivec le package FactoMinegalement.Une
classification descendante hiérarchique a été utilsée pour différencier des groupes

ayant le méme comportenent avec ce méme package.

Le test KruskalWallis a été utilisé pour déterminer les différences statistiquement
significatives entre nos différents groupes: la pollution, les parameétres physice

chimiques de feau et les nutriments Le seuil de significaton retenu a étéfixé a5%.

3. Résutats et discussbn

Dans une premiére étape nous verrons les niveaux de pollution dahsé A&va&t de
OG6ET ADOADHDOT D1 EpluS stalishique, OdA différentes interactions
environnement-pollution. Ensuite les nveaux de pdlution des autres compartiments

étudiés seont exposés etdiscutés a leur tour.
3.1. Distribution des sous-produits de chloraion AAT O 1 6§ AAO

3.1.1. Diversit dessousproduits de chloration

Les concentrations en THMs mesurées lors des 6 campagnesemat entre 10 ng/L et 30

pg/L toutes stations confondues Le branoforme est le ®mposé largement majoritaire

de cette famille deDBPs, représentant 90% des THM totaux On le retrouve jufl O &A O
stations A & 1 rillbAnage les plus éloignées des exutoiresi des concentrationsde

1 & te@®d @Tdizaine de nanogrammes par lre. On ne retraive pas de corrélation
significative entre letaux de THMet le carbone aganique dissous Dans cette étu@ leur

formation déperd prioritairement de laNOAT OEOT AGAAO AEIT Oi A OA
(R2=0,992 et une valeur de p =10-11),

Les acides di et tri-bromoacétiques représenten 99% des HAAs totaux formés.
, 87 NOEIr& de® AeuxAfdrries dépend princip@ment des paranétres physico-
chimiques. Lors de la campagne n°5 et n°6 le pH est significativemeptus faible que

pour les autres campagnes, le edAA estsensblement plus abondant.
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Les concentrations maknales mesuréesen HAAs totaux sont élevées autoute 10 pg/L.
Les acides haloacétiques sont des composéson volatils, polaires ettrés stables dans

s o~ o~ o~ s

produits de dégradation ultimes de la famille desDBPs azotés(Lagiere et al. 2017)

Lesconcentrations enbromoacétonitriles sont comprises entre40 ng/L et 1,5 pg/L. Le
dibromoacétonitril e est le composé retrouvé majoritairemat lors des canpagnes sur le
golfe de Fos sur merreprésentant 90% des HAN totauxLes haloacétonitriles ne sont
pas des sousproduits trés stables en milieux aqueux, et une partie significative des
HANs peut étrehydrolysée (Lagiere et al. 20178 , 6 EUAOT | wh@dnduibald ( Al A
Al O AOET 1T AJd E A dadidésihdoadétityded ommeGEu@roduits ultimes
(Krasner et al. 2006) Leur concentration est corrélée ala concentration en azote total
AA 1,=A0RD

Les concettrations en halophénols sont raement au-dessusde la limite de détection
lors des 6 campagnes. Quelques points toutefois ressortent. La concentration maximale
retrouvée enbromophénolsestde 0,4 ug/L. Le 2,4,6 tribromophénol est leseul composé
qui a étédoséen GGECDS$ 6 A O O O A @ pEndisisdhiCertainement présentes mais

i OOAAO AT DPAOAIT 111 A AA AA POTEAO AOOAEAT O Ai
de mono- et dibromo- phénols (Données non encore publiées La pésence

ABEAI IsBBIAIGIOI PAO Al OO 16 AMOGOA A sl AA #YAdh OT OET C
les exutoires ou les courants Figure 11). En effef des concentrations parfois plus

élevées ont été retravées au niveau des points «ort ». La cinétique de brmation des
halophénols entre brome et substances hwmiques est encore mal conme. Cette
observation témoigne soit daun temps de réaction plus important pour la formation des
halophénols, soit A & Galitre facteur de formation, indépendant des rejets chlorés
industriels. En effetdans le golfe de Fos, une muipollution a largement étéétablie et la

présence de PCB, PBOteut influencer la formation des phénols(Harju et al. 2009; Fisk

et al. 2010; Covaci et al. 2011)

Dans l'ensemble, les concerdtions de DBPs détectées dans le golfe de Fos sont du
méme ordre que les pollutions déja décrites. Dans une é&e menée dans des centrales
électriques cotieres, au point de rejet, les concentrations deromoforme variaient entre
3,1tg/L et 29,20 t g/L et les concentrations de HAN variaient de 0,10 a 11,399/L
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(Jenner et al. 1997Allonier et al. 1999; Khalanski and Jenner 2012; Boudjellaba et al.
2016).

Cocernant les concentrations en EOX, donc ecomposés organohalogénésotaux, il

1T 6AGEOOA A OA Qdches diiferen@s fanAllGsEIOBP8A , | OONOGA 1611 0O,
distribution sur la Figure 14 des concentrations en fonction des sites raer », « port »,

« exutoire » et «canal», on voit trés clairement que pour les composés mesurés en-GC

ECD, les concentrabns les plus élevés sont retrouvées proches ds exutoires, abrs que

Ppi 600 16w 8h AOAOT OEOA 1686A00 awe& Ced: fttA AOEOA
06 A @ B,isdit NaDune pollution halogénée(PCB, PBDE) ans legolfe trés importante

qui «masque» la pollution aux DBPs, soit par une caitamination systématique lors de

1 6AO0O0AAOQETT BAO O DAO AA AnmgleleOidiieAcer&itOE D AC

notre signal. Cesvaleurs-la ne sont donc pasfiables et ont été éartées des analyses

statistiques.
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Figure 14: Distributi on de la pollution en sous-produits de chloration (A) et en composés organohalogénés
totau x (B) en fonction des sites de prélevement pour les 6 campagnes.
La différence statistiqueentre les conditions estsousforme de lettre, selon letest Dunn.

Sur 6 points de prél&ement lors de la premiere campaga uniqguement, des analyses
effectuées par unpartenaire du projet derecherche FOSSEA 11 600 11 0 PAOI EO

les valeurs de composés organohalogénégotaux pour ces échantii T 1T 08 )es O86 AC
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points, 4p, 8p, 9x, 10x, 11x et 13xCes OAT AOOO 11 66 DPAOGINK OOAT O
contribution ponctuelle moyenne des grandes classes de s®produits de chloration

dosées en GEECD.La contribution moyenne des HM au paramétreEOX estdd 8 1 OA OA

de 3,5% wiquement, avec un minimum de 0,2%. Les at@s haloacétiques contribuent

en moyenne de la méme facon que les THM sur les 6 points analységcun minimum

AA nm DOEONOA OO0 O1 bpuékttdbes halGabdiohitriles letx T 6 A
contribuent moindrement, avec une moyenne de 0,8%. Ces obsefoais confirment

1 8 EUDI O mimadité de® Kalogénés mesurée eBOX, soit en moyenne 94%,an 1t 1

pas été mesurés lors de la ®e campagne Les rejets chlorés industriels pourraient

représente NO S OT A afidhdd bb@lAaldpénés du golfeou alors la grande majorité

des DBPse sont pas encore connugTableau7).

Tableau 7 : Proportion s des différentes familles de DBPs par rap port aux composés organohalogéné s totaux
mesurés

Unité Moyenne n Min Max
AOX ugBr 40 6 22 94
Trihalométhanes % 3,5 6 0,2 8
Haloacétonitriles % 0,8 6 0 3
Acides haloacétiques % 3,3 6 0 7
Total % 6 6 0,2 17

Globalement sir les 6 campagnesles cancentrations en DBFs les plus importantes ort

été retrouveées lors de la derniere campagnen°6(Figure 15).

La campagne n°3 est caractérigé par un tauxtrés faible de DBBh A3 AOO 1 A C
AAT BACT A NOE O Giver, dvdc Orie duand le dolfeavBidinant les 8C.

A ces températures] AO ET AOOOOEAT O 161170 DPAO AAOI EI

confirme une fois de plud 8 din®dhthropique des sous-produits mesurés dans le golfe.
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Figure 15 : Niveau de pollution aux DBPs en fonction des campagnes.
Toutes les données pour chaque campagne ont été exprimées en ug/L équivalentdBignt contribué aux boxplots.n =
48, sauf pour la canpagne 5 n=24.

Les performancesAT A1 UOE N OAND Al 64 61 Achviedaéee @A ad donavecles
AAT PACT & Qbur cét@ Aaison que pour montrer la diversité des produits
susceptiblesde se formerau niveau des exutoiressuite a la chloration A A 1 @odsA O h

nous focaliserons sur la sixiemecampagne

Au maximum, nous avons dosé 1B®BPRs différents au niveauAd O1T A OAOI A AOd
Ol OOAA8 , A0 Al i DI O0i 06 N USN OBAITTOO G AAAMIE®D 11011 EE/
sortie de rejet chlorés, sont le tribromonitrométhane et le dibromoiodométhane. On les

retrouve dansles 4 rejets en activités sur les 7, Tonkin, Arcelor, Cycofoset Elengy En

effet, leur non-détection au niveau desdifférents points dugolfe 08 A@b1 ENOife PAO |

de détection trop élevéepour pallier |@&ffet dedilution du golfe.
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Concentrations Proportions relatives W2 46 tribromophenol
0 20 40 60 80pugBr 0% 50% 100% B Acide tribromoaci tique
Acide chlorodibromoaci tique
| B | B )
¥ Acide bromodichloroaci tique
OMBIGOLFE ] B Acide dibromoaci tique
Pas en activité H Acide bromochloroaci tique
arceLox [N in I m Acide trichloroaci tique
Dibromoaci tonitrile
CYCOFOS " | I I I Bromochloroaci tonitrile
® Bromoaci tonitrile
ELENGY I |5 I Tribromonitromi thane
| - . B Dibromoiodomi thane
LAVERA
Pas en activité Hydrate debromale
_ B Dibromochloromi thane
EDF
Pas en activité B Bromoforme

Figure 16 : Liste des DBPs formés aux exutoires

La Figure 16 montre que ladistribution en DBPFs est semblablepour les rejetschauds ou
froids, en activité., 6 A @ O @bnkbigdke» Ast situé trés poche de «Arcelor Mittal » et
« Cydofos», on peut voi dans les proportions rdatives, que & composé qui a disparu
AOGO 1 8 EUAORA OR OlARdnAMbId eh Ik plus volatiledes DBFs étudiés. Il se
dégrade tres rapidenent en bromoforme ou alas est vdatili sé (Manasfi 2016). On peut
i CAT AT AT O AT 1 &6 &edf00 BN OGTAIT @ Odilomét®,ioda deja (n
facteur 6 de dilution.

z N S

1 8AAEAA OOEAEIT C

Z o~ A = oA

été retrouvé. Dans le mieu marin la formation de DBPs chlorés est rare.Cet acide

OAT OOA AAT O 1 A AEBAOE A A6 HédhGiltadd bd @atEdonc
naturellement suspecter une légére pollution ponctuelle indstrielle. Concernantle rejet

« EDF», les concentrationssont tres faibles,ne dépassant pas { g/L en DBFs totaux, ce

jour-la,1 A AET T O Ap@den aktivite, @i pduk dofr supposer que @ OAAA O NOA 1
détecte sontdes bruits de fond, anthropgues ou naturels de lazone.

Maintenant, analysons 18 E 1 &I O AphranfetresdAeki€rieurs sur la formation de ces

sous-produits.
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3.1.2Influence des parameéetresivironnementaux sur la formation de8R
417 00 A GohdeinadiAlds parameétres physicachimiques des campagnes, on peut
voir sur la Figure 17, que chaquecampagne posse@ ses propres caractéristiques. La

formation de DBPs en découle directement.
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Figure 17: Parametres ph ysico-chimiq ues en fonction des campagnes
Résultats pourtous les pants de prélevements suface-profondeur. n= 48, sauf par la campagne 5n=24

Il a été démontré quele pH est un facteur qui affecte la spédian des DBPs (Cimetiere

et al. 2010) Hansen et al.(2012) ont démontré qu'avec la diminution du H,

formation de THM et de tri-HAA diminuait, la formation de HAN augmentait alors que

cd A T6AO0AEO DPAGHAABETI DARO AAO0O PAODPOEI Oi O AE!
peut pas vérifier avec nos analyses, car en milieu @OAT A6 A O GrdldedcentEAA OA O
davantage la formation desDBPs que la faible variation de pH enregistrée notamment

lors de la campagne 6. En effet, si on regardeRayure 18, qui détaile les concentrations

retrouvées en fonction des familles deDBPs et des campagnes, orvoit bien que lors de

la campagne 6aucune diminution en THM etaucune augmentation en HANne sont

clairement visibles. Les volumes d@aux industrielles chlorées rejetés masquent les

variations liées auxparametres physicechimiques.
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Figure 18 : Niveaux de pollution pour | es différentes f amilles de DBPs, THMHAA et HANen fonction des
campagnes et des sitesde prélév ement.

La température a un Ble important dans la dispersion des DBPs et donc sur leu
dilution. Lorsque que les températures diminuent, la volatilisation diminueDe plus si

| AEDOAOEOPEA NOA |1 Gnk AndefréidlssemdntdesfedulddsurfateO O A
qui vont étre plus denses et plonger Parallelement, lorsque les températwgs sont trop
froides (inférieuresa10J #qh 1T A AEI T OAOET 1 AdtesdaieAAB ODHA
ABAETIT ACOO 1T A AAO AA 1 A AAI bA&giétlitintereurd d 1 A
10°C, lachl T OA O E s ku liéuddur t@uh les exutoires, leteneurs enDBPs sont trés
faibles (Figure 15). Lors de la campagne 4, les valeurs de température saunstantes

AAT O 1T A Ci 1 Ahtcondidadd dmmebds partiCuled. 6 A

, 81 @UCT T A AEOOI OO0 s iguheks AdarAceld réplle direcleinddla Viel
aquatique. En effet, une forte concentration en oxygéne est souvdiée ala présence de
chlorophylle. Or on sait quda formation de DBPs dépend de ka matiére organique et que
certains sont naturellement produits, notamment par les alges. La campagne la plus
riche en oxygéne dissous est la premiér@utomne), toutefois AA 1 6 Aa@&npagie O

la plus riche en DBRs. CADAT AAT O 1 1 OOIB @édx de DBPAARGAES) Aed
haloacétonitriles, la campagne 1 semble étreegsiblement la plus riche par rapport da
campagne 2 et nettement par rapport aux autres campagnes. On ne peut pas vraiment
conclure surla réelle influenceAA 1 61, eausglonl & Ade Al cdrbone organique

total AO AA 1 8AUT OA Olsédiféréncid padied duired daidadhe. p T A

La salinité vaégalementjouer un réle important dans la dispersion des polluants étant
donné que les variations de salinité générent desmaO O A @auxAndn homognes,

concentrant ainsi les composés a la suréa ou en profondeuren fonction deldalocline.
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$A P11 OO OT A AEIET OOEIT AA 1T A OAIEITEOI DHPAOGO
Rhbéne conséquente et donc riche en matiére orgague ou en pdluants susceptbles

ABGET £ OAT AAO | BBRs.Alo® idA Q& tdmpaghAel 5, la salinité est
significativement plus faible, en effet cette campagne a eu lieu juste aprés un phénomene
meétéorologique important, caractérisé par une pluviométrie de 37 mm la semaine

précédant les prélévements sansbrise enregistrée, | AO | AOOAO ABG6AADO 161

temps de se mélanger# A 1 T EO AA 11 OAI AOA c¢nmpy AOO ABAI
augmentation de + 177 %de précipitations par rapport aux moyennesenregistrées
entre 1981et20108 #A PDPEi 111 11T A AOO lehmbdeEméiédrdagique AT T AE C

de Prévis mer, ill ustré enFigure 19, sur lequella couleur violettetémoigne A8 OT A OAIl ET E

de l@rdre de11 mg/L visible dans les darse du golfe.

y - Salinité a la surface de la mer
Le 07/11/2018 01:00

2% ' 8" 8°E
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Figure 19 : Modeéle de salinité en Méditerranée le 7 n ovembre 2018, jour de la cam pagne n°5
(https://marc.i fremer fr/resultats/te mperature_et_alinite)

Pour évaluer| & Ed d&Aes facteurs une premiére analyse en composante principale

(ACP regri OPAT O 1 6A1T OAI Al A AsApour éhdgGeAdarmp@yddd Gousi A OO O
permet de séparer 3 groupesde variables qui vont influencer la distribution de nos

différents points de prélevement (Figure 20 A). En effet, on retrouveun groupe de

variablesD OT EAO7 O Oidclut téud IgsSouspprodiii®@ e chloration mesurés. I

est a noter que toutes les familles de polluats suivert le méme axe dac varient de la
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méme maniére en fonction des points de prélevement. Cet axe explique 33% des
variations. Le deuxiémegroupe de variables plutdt projeté le long de &axe 2 est divisé

en deux sousgroupes qui s®pposent le long decetaxe. Il O § Ad€spabametres physico-

chimiques et des nutriments. Ce second groupe explique 23% de la variabilite.]1 T 8 U A
donc pas de corrélation entre ces deux groupeB O |1 6 AOCI ADBEsADEdtd AAO
ACP globaleSur la Figure 20B, ce sont les différents points de prélevement qui sont

regroupés en fonction detrois variables qualitatives. On voitNOA 11T OONOSIT T BC
1 6ET Oi COAI E O,iles ékltadess Aiftérencierd @rdetmentprojetésO 00 1 8 AGA ¢
donc exgiqués par les fortes concentrations en DBFs. On voit égalemem que lorsque

181 T Oi bAOAcamgagne Bs campdyQesedsdnt pas projetées sur les axes de

la méme faconLa campagne estAAOAT OACA D OI Eakedcardctér3®parild 6 A g A
groupe desparameétres physic-chimiques qui s@pposenta celui des nutriments Il est

important de rappeler que lors de la cenpagne 5, seulement 12 points ont étérplevés,

tous proches des exutoireset aucun en mer. En revanche, I©@ ON O A testedld 1
différenciation des points selon la surface ou la profondeur,ii T 8U A DBAO AEA

significative, par la suite ils seront donconfondus

ki _

Figure 20 : Analyse en composante principale sur I'ensemble des données des ca mpagnes

A :projection des variablesB : projection des individus en les différenciantselon 3 critéres: le site de prélevement la
campagneet la profondeur.
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A partir des variables entrant dans RACP, laclassification descendante Iérarchique, a
permis de distinguer 3 groupes ou cluster(Figure 21). Le cluster 1 est corrélé a@zote,
le carbone organique etla température. Le cluster 2 qui es$ corrélé au pH, la salinité et
1 6 Al [ 1.1eEldster 3est corrélé aux données obtenues en GECD.Dansle cluster 3,

on retrouve uniquement des points correspondant ax exutoires. Une analyse avec
uniquement les points aux exutoires nanet pas en @idence un effet campagne ou un

effet profondeur.

Factor map

cluster 1
cluster 2

® 23250
7 o

-10

I T I

-5 5 10 15

Dim 1 (33.95%)

Figure 21 : Classification descendante hiérarchique sur I'ensemb le
des données des campagnes

by

Il est & noter que malgré les condions météordogiques différentes selon les
campagnes, les variations aux exuta@s ne sont pas campagnedépendantes.Si on
regarde cette bis la Figure 22, qui représentela distribution de la pollution en DBF,
selon les campagnes teselon ks sites deprélevement, on peut remarquer que la
pollution est tres marquée aux exutoires, se dilue nettement dans lesperts » et en mer
la pollutiol AOO 11T ET AOAh b OXcald eibodved dans Ik Rdne@ui heE 1 AE O

s o~

OAEO mAprovedastided @jetsindustriels chlorés.
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Figure 22 : Boxplot des concentrat ions en DBPs trouvées selon les sites et les campagnes

De plus, sion effectue unzoom sur les résultats des préevements auxexutoires Figure

2211 O6APAOCeT EO NOQA OOEKT 11 EOARADT ARA®I AAI PACI
légerement dfférent, sauf pour la canpagne 3 qui est statistiquementplus faible (p =

0.003). Il en ressort donc quemalgré des conditions météorologiques variables, la

pollution en sousproduits de chloration ne dépasse pas les hanogrammes par litren

sortie du goffe. Les oncentrations en DBPs dépendent prioritairement de I@activité

industrielle, puisque la seulesaison qui se détache nettemenf O Giverd ob 1 & et O
suffisamment froide pour limiter les développements bactériens, la chlorationest

moindre. Lapollution du golfe estinterpolée (krigeage)en Figure 23.
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Campagne 1 Campagne 3 Campagne 5

4346
|

4336 4338 4340 4342 4344 4346

4336 4338 4340 4342 4344 4346

4336 4338 4340 4342 4344

Campagne 6

4336 4338 4340 4342 4344 4346

4336 4338 4340 4342 4344 4346
| | | |

4336 4338 4340 4342 4344 4346

0 0,5 1 S0 20ugéqBr/L

Figure 23: Interpolation spatiale de la distribution de la po llution en DBPs a la surface du golfe lors des 6
campagnes

La Figure 23 montre que méme si les concentrations en mer sont semblablescampagne

apres campagne lors de la seconde, sous un vent de mistrahportant qui a induit un

OAT OOA 1 AOGCAI AT O AAIl
qui abrite le parc & noules du golfe. Il semblerait donc NOA BT 00 1 AO OI1 1 Oi
chlorée équivalens, le facteur important a prendre en compte serailes conditions
météorologiques qui en bnction des courants peut concentrer Igpollution dans les
zonesnon désréesdu golfe. Cda a égéement été montrépar Ulses et al(2005) qui ont

étudié la courantologie dugolfe de Fos.

3.2.Niveau depollution dans lessédiments du gofe

LAO EAITTPEITTIO 0110 1AOGO ATibPioOi 0 BEEOO A
lipophiles (Kow =4,130 8 #dhdc&i®famille de composés qui esiecherchéedans les

matrices solides. En effet, sur les 10 stations échantillonnées pi OO 1 6 AB Al UOA
sédiments, deux halophénols ont été quantifis, pour les stations 22m et 13x. Aa station
d'échantillonnage 22m, du 2-chloro-4-bromophénol et du 2,4,6tribromophénol ont été

détectés a 1,8 eR,1 ng/g poids seg respectivement. Et pourla station d'échantillonnage

13x, les deux HP ont été détectea 0,3 et 1,5 ng/g de poids sec, respectivemertes
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données sur les cocentrations d'halophénols dans les séthents marins des zones
exposées aux effients chlorés sort tres rares. Dans une étde précédente,Sim et al.
(2009) ont étudié la présence et la distribution de phénols halogénés dans les sédimsnt
obtenus dans unenvironnement marin prés dune centrale rucléaire en Corée du Sud.
Selon les résultats de cette derniéere étude, les bromophénols ont été traassa des
concentrations plus élevées que les chlorophénols. La concentration moyenne rapportée

de 2,4,6tribromophénol aatteint 3,78 ng/g de poids sec ayprintemps.

Les points de prélevement concernés par des sédimentontaminésen halophénols ne
sont pasles plus prochesdes extoires. En effet,le point 13x A O éxutdird industriel le
plus excentré du golfe, dars aucune campagne les tenars en DBPs ont dépassé la
centaine de ng/L.A ce endroit du golfe ] A AT T AAT OOAOE laltoujduts é 0 AAT ¢
inférieure a la limite de détection.On peut penser que & présence chroniquede DBPs
dans le golfe et le potentiel de sorption et d'accumulation des habphénols dans les
sédiments, peut conduire a des niveaux détectable et quantifiables Cependant, &
source de contammation en bromophénols ne peut pas étre connue de facon certaine,
étant donné qu@lle peut aussi étre Adrigine naturelle (OMS 2005)et que les points
contaminés sont éloignés des rutoires. , 6 I O BEIC E,4,6ribromophénol dans le
milieu marin reste un sujet de controverse. Et pourtant, des effets nocifsimportants sur

les populations de poisson®nt déja été montrés (Deng et al. 2010)

3.3.Niveau de pollution des oursins du golfe

Les concentations en 2,4,6-tribr omophénol mesurées dans lsgol AAAO Ad1T OOOET O
comprises entre 62,11 et205,31 { g/kg de poids sec(Tableau 8). Ces valeurs sont

nettement supérieures a celles retrouvées dans la littérature, et notamment dans une

étude précédente sur le golfe de Fosudes concentrations dans des mudes de congres

étaient camprises entre 2,8 et10,41 g/kg (Boudjellabaetal. 20168 , AO CI T AAAO A«
sont riches en matiére grasse, +15% par rapport axmuscles de congres.ce qui favorise

1 8AAAQOI O1 AGETT AAO Diill OAT 001 &reporiuErivéed 68 ! O/
de pollutionenDBRAAT O 1 AO CI 1Ching & al@@3) aG&tdielle niveau

du tribromophénol dans desfruits de mer tels que des moules,a$ crevettesdes crabes

et Whitfield et al. (1998), dans &€s muscles de mérosi Ces données sanrésumeées par

Koch and Sureg2018).! 1 8 A @A A b O Edu Hes doAcétratioiis 2 MBPpeuvent
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atteindre 2360 { g/kg de poids c, toutes les autres espéces sont nettement moins

riches que les oursinsToutefoish AA COAT AAO OAOEAOQEITT O AQGEOC
espece etentre individu prélevés dansun méme site géographique Il est donc peu

pertinent de comparer les niveaw retrouvés avec de études antérieures datant des

années 2000.

Tableau 8 : Valeurs moyennes et écarts-types en { g/kg des concentrations dans les oursins pour chaque zone
d'étude

Moyennes des concentrations en  Ecarts-types des concentrations

2,4,6-TBP (pg/kg) en 2,4,6-TBP (ug/kg)
Gloria 149,24 38,77
Eolienne 75,65 6,83
Cavaou 94,71 15,00
Fos-sur-Mer 104,41 18,05
Port-de-Bouc 36,98 20,79
Ponteau 106,81 20,91
Toujours estil NOA 1 T @6 KD Ol 10dveadA de Addldion retrouvés dans les

oursins en fonction dela zone de péchdFigure 24), on ne distingie pas de corrélation
lite ala zone géographique. En Het, les sitesavec les niveaux de pollution les plus
élevés sont Gloriasuivi de Port de Bouc et Ponteau. Ceont des sites latéralement
opposés etU 1 6 ADAADOE telne godt paB tlekit®s’ol d@s rejets chlorés sont
observés A Ponteau, qui caespond au pointde préléevement13x, des concentrations
tres faibles en DBPs ont été mesuréeslors des 6 campagnes.en revanche du

tribromophénol a déjaété retrouvé dans les sédiments.
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Figure 24 : Goncentra O E T T (kg fletp@dE sec) dans les oursins selon leur localisation dans le  Golfe de Fos

Le ste Gloria est proche du par@a moules du golfe, céte contamination maximale dans

les gonadesest trés certainement liée a une production naturelle de tribromophénol,

par les micro et macro-organismes abondants et cocentrés danscette zone dugolfe.
Comme nous @&vons vu lors de la campagne 2 et commé@ht montré Ulses et al(2005)

la courantologie du golfe gut concentrer la pollution dans l@nse de Carteadorsqudin

vent de nord souffle Les péches ont été réalisées en hiver 2017, avec une eau dans le
golfe avoisinant 1es9°C, on peut naturellement penser que le niveau de pollution sur
AAOOA pi OET AA OA OABDD OlaAdkelpeuBiEdnde indubtieeA CT A
dans la colonne @ AA O A Ofaisles EepérAtdr€d Pour vérifier ces hypothésesil
faudraitanaysAO AAO CI 1T AAAO Ad1 OOOET O EOOOAOG AA OE
AAT O 1 086EAi Al OAOOAfM deAvErALE! uteA podriidle corlation 1 O

pollution des gonade&lébit industriel /courantologie.

0)
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4. Conclusion

, 61 AEAAOE £ o8 AR MMM EEFO O A E | AsbusphoBluitd dd AT T O
chloration dans différents commartiments du golfe de FoslLe compartiment le plus

conditions météorologiques diférentes, la pollution enDBPs totaux du golfe ne dépasse

pas la vingtaine det g/L, et atteint la sortie du golfe a des concentrationsinférieures a

quelquesT ¢7, 8 )1 AQGEOOA O1T A 1 AOGCA AEOAOOEOi AA
dilution conséquent lisg®6 U puv AT I BT 071 6 AE&AELE OAT 0O 110 i
rejets chlorés en activité. Les niveaux deDBPs dans le golfe de Fos sont principalement

dépendants desesoinsen eaudesindustriels.

Les principales familles de DBPRs retrouvées sont les trihalométhanes, les acides
haloacétiques et haloacétamidesDeux nouveaux composés ont été rsarés pour la

premiere fois dans le milieu marin, le tribromonitrométhane et le dibromoiodométhane.

Nosanalysesont montré N O 8 E | aitipds Adzdiif@edcesignificative entre les résultats
obtenus en surface et en profondeur. En effet] iy a tres peude fond dans les darses
permettant une homogénéisation suffisante pour que la pollution soit semblable malgré

des rejets industrielsvariés (débit, température).

Lors AA  1y8eAded Isédiments, deux halophénols ont ét@étectés le 2,46
triboromophénol et le 2-chloro-4-bromophénol, dans deux sites sur les 10 analyséd.es
teneurs en HP retrouvés danses deux sites ne sont pas corréés aveccelles mesurées
dansla coll T T A u,/AndiduiAe plus riche enDBPs. Les cirgtiques de formation des
phénolsencore mal compriseset les multiples sourcespossibles rendent dnterp rétation

desrésultats délicate.

Au niveau de la faune etde l'influence de la zone géographique, il'y a pasde tendance
clairement établie. Malgré une homogénéité des teneurs en 2,4JBP dans les gonades
A8 1 O Gdbk lleur site de prélévement, la présence desoncentrations élevées
eloignées des exutoires reste a précisegelon la littérature, les airsins semblent avoir
des teneursimportantes en 2,4,6 TBP par rapport celles mesurées dans lemuscles de
poissons, ou dans les moules. Ces derniers sont desorganismes filtreurs qui

bioaccumulent les polluants(Wu et al. 2012; JimeneRomero et al. 2019)

Dans le chapitre suivant nous nous sommes intéssésal GpAdt de cette pollution.
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CHAPITRE:3mpact desousprodlits de
chloration

#A AEADPEOOA OEOA U AAOAAOQOi OEOAO standld gpikAO AA
de Fos Deux modeéles biologiques différents sont étudiés, le phytoplancton et les

oursins. La répartition en fonction des sites du golfe de différents groupes de
phytoplancton est étudiée afin de voir si une pression exercée par les exutoires chlorés
estqualifiables # 6 AOO AT dirdet ildvivo diled reénhéché. Paradllement une

i OOAA ABEI PAAO A i Oi 0Oi Al BEOjolke,cadedrds chinviio | AOOAC
afin A8 i O éthdEabi@iserles différents parameétres fondamentaux de toxicitécomme

1A AT 1T AAT OOAOEIT T |1 A@EI Al A 1 Gokcknikaiidh @ifettice DA O A

ET AOEOAT O v n)let 9006 deiEACD). | %#
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1. Introduction

51T A £ EO 1 61IAgoldcandd, detle pdxtie IseCconsacre a la caractérisation
A A 1 8EI PAAO uxA AdisproBud<E TdA Edbldration. Le bromoforme
(trihalométhane) et l'acide tribromoacétique (acide haloacétique) sont parmiles
molécules les plus répandues dans le golfde 2,4,6 tribromophénol (halophénol) est
quant a luila seule molécule retrouvée das les sédiments et les organismes marins. La
plupart des DBPs tegds jusqu'a présent se sont révélés toxiques et génotoxigsi pour
divers organismes modeéles, commees bactéries, &s cellules de mammiferes ou les
embryons de poissons zebre§Antonelli et al. 2009 Wagner and Plewa 2017Hanigan et

al. 2017; Doninguez Henao et al. 2018)Deplus, lesDBPs bomés sont plus toxiques que
leurs andogues chlorés(Richardson et al. 2007, 2010; Yang and Zhang 2013; Hanigan et
al. 2017). Il est a noter que les effets néfastes visibles ont toujoursébbservés aprés
une exposition (jusqu'a 3 jours) a des concentratbns élevées de DBPs (mg/L), ce qui
suggére que les risques toxiques et génotoxiques sont limités AT O 1 8 AT OEOT 1 1 4
(Teixido et al. 2015). Néanmoins, des rech@hes épidémiologiques récentes ont suggéré
gue I'exposition a vie ax DBPs, principalement par ingestion, augmenterait
ATl 1T OEAT OAAT AT AT O 1T A OEONOA ARiladudvia &t AICPOOAA 1 A ¢
2006).

Les études qui évalust cette toxicité chez les animaux aquatiquedemeurent rares et, a
notre connaissance, seulement deux études ont été réaliséess derniéres années a
l'aide du modele embryonnaire de posson zébre(Teixidé et al. 2015; Hanigan et al.
2017). Ces deux études ont porté sur un total del DBPs bromés, donte bromoforme
(BMF) et l'acide tribromoacétique (TBAA). La plupart des DBPs bromés se sont révélés
toxiques pour le développementlarvaire, mais seulement a des concentrations élevées
(c-a-d. > 100 puM). De plus, I'exposition a couterme aux eaux uséeshlorées n'a pas @
d'effet toxique significatif. Enfin, un effet génotoxiquea été détecté qu'avec le
chlorodibromomeéthane et leborate de sodiuma leurs niveaux E€b, 160 uM et 0,049 uM

respectivement, basés sur des anomalies de dssance

Dans cettepartie, nous vouions mieux comprendre l'impact toxicologique des DBPs sur
les organismes marins cotiers en utilisant la diversitéplanctonique du golfe et les
premiers stades larvaires de I'oursin Paracentrotus lividus L'oursin est unorganisme
modele pertinent pour évaluer l'effet de molécules potentiellement nocives en

laboratoire. La reproduction s'effectue facilement in vitro,eO DA OI AO uAdT AOAI
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nombre élevé de larves translucidesbien visibles en microscopie photoniqueLes laves
d'oursins ont été largement utilisées pour évaluer la toxicité embryonnaire et la
génotoxicité des molécules(Hose 1985; McGibbonand Moldan 1986; Morroni et al.
2016; Gharred et al. 2016) Concernant lephytoplancton, il constitue cette part invisible
mais si dense des océanke picoplancton représente la majeure partie de la biomasse et
de la productivité primaire du plancton marin (Grossman et al. 2010; Buitenhuis et al.
2012; Liang et al. 2017)

Le picoplancton OA COT OPAT O 1 AO 1 O@dridge @itrd @2t A &t Ofimd OAE |
utilise comme ressources la lumiere et les minéraux, il est responsable de plus de 45%
delaprodblAOET T D OEI| Argoodlale (Fieldl & &l. A% Cd ghoupe est constitué
essentA 1 1 AT AT O A6 T Oulakds Brazanfoids od EuEalydtesqui sont la base,
de toute la chaine alimentaire, des cycles biogéochimiques et de la msse génétique
des aéans(Whitfield et al. 1998). Leur diversité et la composition des communautés
reposent sur un équilibre fragile pouvant étre perturbé par le moindre changement de
leur environnement, climatique, ou par une pollution anthropique Quelquesétudes ont
montré ldmpact de polluants organiques(Gonzlez et al. 2009; Kottuparambil and
Agusti 2018) ou métalliques (Caroppo et al. 2006; Coclet et al. 2018pur les
communautés naturelles et ont mortré que, quel que soit lesite pollué, & structuration

des communautés planctoniques esbujours affectée.

Dans cette étude, notre premier objectiest A8 7 OAT OAO 1 8ET £ OAT AA AR
dans le golfe sur la distribution et la structureplanctonique et de générer pour un

organisme marn modeéle des données supplémentaires sur l'influerectoxique de trois
contaminants bromés majeurs présents dans l'eau de mer cotiére qui est soumise a des

perturbations anthropigues massives
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2. Mise en pratique

2.1. Prélevement et quantificationdes communauté planctoniques

LAO 1 AEAT OEI 1 1T 1 @védlidrdddastsix tampngniesdédu», dobdque station

décrite dans le Chapitre 2. Pour éliminer les particules susceptibles de perturber

| Balyse chaque préléevement a été filtré a 40 pm, et conservé dans 0,25% de
glutaraldéhyde a-20°C jusqu'a analyse afin depréserver | & Erit ddiQaire et les

pigments de chaque organisme) 1 O 1T 1 0 AT OOEOA i O0i AT Al UOi O
flux Accuri C6 (BD Biosciences). Un volume de 250 a 500t L a été analysé pour
dénombrer les différentO 1T OCAT EOI AO DPEUOI I AT AOT T ENOAOG AR

La cytométrie est une technique permettant dedifférencier et de dénombrer les
organismes en suspension dans un liquide en fonction de la taille et la complexdé
leur cellule ainsi que deeaur fluorescence (Sieradi et al. 2019). La diffusionaux grands
angles (ou Side Scatter, SSC) et aux petits anglésu Forward Scatter, FSC)est
respectivement proportionnelle a la complexité des particules et a leur taille. Le laser
standard pour la mesure de ces parametgeest de longueur d'onde bleue (488nm). Des
capteus de fluorescence verte, orange et rouge soernsuite utilisés pour différencier et
OACOl OPAO 1 AO AAI 1 OI AG OO0 TA AAGA AA 1 AOGO 4
fluorochrome. Dans le picopancton on retrouve principalement des procaryotes
hétérotrophes, des picoeucaryotes photosynthétiques et des cyanobactéries, ils
représentent a eux seuls 80 a 90% de la biomasse marirf&nechococcusst le genre de
cyanobactérie dominanten zone cotiereet a été identifié grace a sa fluoresence forte en
orange et faible en rouge ainsi que par sa péti taille et sa faible complexité. Les
picoeucaryotes ont été caractérisés grace a leur forte fluorescence en rouge et faible en

I OAT CAh AET OFranfe®ad U Al ARGO Af I Gihalea H&3ip@aryotésO O |

hétérotrophes, qui sont des organismeson fluorescents naturellement, les échantillons

Ou

ont été dilués au demi ou au tiers (selon la concentration en microorganismes dans les
échantillons) avec unesolution autoclavée et filtrée sur0,2{ m de NaClI38 g/L. lls ont

Al OOEOA i1 O0i ETAOGAT O pm T ET U 161 AOAOOEOI AO
puis un volume de 50f{ L a été analysé. lls ont été identifiés grace a leur fluorescence

verte, leur pdite taille et leur faible complexié.
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, 6 AATT AAT AA AAO bDOI AiAsDdbterDd @té eviverie enibinasse E A O
carbonéeal & AdJE #adleurs de conversion issus de la littérature (valeur moyenne de 20

fg de carbone par cellule(Pedleret al. 2014). DA 1 81 A 1 8 A ASyhehokdcdud AAO
A i0i AiT1OAOOEA A1l AEI i AOOA AAOAITTi A OOO 1/
(Lagaria et al. 2017) Concernant les eucaryotes photosynthétiques, la taille moyenne

des cellules a été utisée pour calculer un biovtume en considérant leur forme
géomeétrique sphérique, puis une mase moyenne de carbone par unité de volume
précédemment publiée(Lagaria et d. 2017) a été utilisée pour calculer la biomasse

carbonée de ce groupe. Les différentes biomasses carbonées aiotenues ont été

ITTOI Al EOi AO | AEOEOEIT BAO 1 A 1TTUATTAG AE£EEI

grandeur entre groupes.

2.2. ProductonAA 1 AOOAO Ad1 OOOET AO AiT AAPOETT A
Pour le second axe de ce chapitrenous avons utilisé des embryonsd'oursins pour
évaluer la toxicité et le potentiel génotoxique du bromoforme, de Iacide
tribromoacétique et du tribromophénol, testés seulsou en cocktail, sur deux
populations deP. lividus exposées de facon chronique (ceux du golfe de Fsie pollué
P 16 1117 A@gbi O0i AO | Indh®al& aOx ofgdnbhAldbgénésidé @T OEC
cOte Varoise site non pollué, NPH
Les premiers stadesle développement, embryonnaires et larvaired A 1 8 dorOR® E 1
souventOOET EOi O BT OO0 A hehtandi©dversité de @ompossEBhdniyjued 8 O
comme des substances inorganiques, des matiéres organigqueet des mélanges
complexes, comme des #fients industriels. Le modéle oursin a ainsipermis de mieux
comprendre les mécanismes de toxicité de nombrees sibstances (par &emple les
xAnDhiotiques).
Plusieurs paramétres caractérisant un effet toxique pewent étre suivis, comme le succés
AA £ AT T AAOQET T hduiddveloppeidenh A AT NOBIT EAOA OAAT @h
16!$.h 1 086A@DbOShagpliet al. ROW1; Eviaris AddWatsonWynn 2014;
Migliaccio et al. 2015; Pagano et al. 2017Ainsi, ces expériences peuvent fournir des
informations variées sur la capacité d'un xénobiotique a interférer avec les phases clés

des premiers stades de la vie degmbryons et larves, comme la division et la
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différenciation cellulaire, la fertilisation et le stress oxydatif(Korkina et al. 2000; Pagano
etal. 2001; Romano et al. 2011; Migliaccio et al. 2014)

Pour ce faire, desoursins adultes Paracentrotus lividusont été récdtés en apnée,
pendant la période Iégale de récolte, le matin de chaque expérience, dans un site témoin
pres de la laie de Toulon(Var, France) (Baie de Garonnecoordonnées: 43.098503N-
6.018430E), ou auwne pollution chlorée n'a été détectable et dans le golfe dd-os La
ponte des adultes a été induite pade légéeres secoussed.es spermatozoids ont été
prélevés a l'aide dune micropipette et conservésdans un tube stérile, surda glace. Les
ovocytesont été collectés dans 100 ml d'eawde mer filtrée et observés au microscope
pour vérifier leur maturité. Les ovocytes et les spermatozoidesA 6 OT  foht@® 1 A
mélangésdans 2 ml A&au de meret incubés a 20°C, sous agitation pendant 45 mires,
puis les taux de fécondation ont été évaluésPour chaque test de toxicité, tk
expériences indépendantes (couple différent) ont été menées entriplicat, ur des

populations larvairesN O A n d sBpposéeson apparentées.

2.2.1. Produits chimiques
Des solutions meéres de bromoforme (CAS 725-2, SigmaAldrich) et d'acide
triboromoacétique (CAS 7596-7, SigmaAldrich) ont été préparées par dissolution
directe dansi &ufde mer Le tibromophénol (CAS 1B-79-16, SigmaAldrich) a d'abord
été dissous dangdu diméthylsulfoxyde (DMSO) pour compenser sa trés ifale solubilité
AAT O 1 oAAORh POEO AEI Oi AAT O 18AAO AA 1T AOh AQ
2.2.2. Evaluatios toxicologique

Dans des micoplaques de 24 puits, des suspensions@&@hvironv Tt GOEO daEs AT T Ai O
mL de FSW ont été exposées pendant 48 heuras/ concentrations de chaque produit

chimique. A la fin du temps d'exposition, les larves ont été fixées par additi d'éthanol a

15% en concentation finale et maintenues a 4£C jusqu'a ce que des obsertians
microscopiques soient effectuées. Les larvePRluteus ont été comptées selon deux

critéres : «normales» et «anormales» (c-a-d. croissance retardée, anomaliesdu
développement, mort). Nous avons ensuite déterminé les courbes doseéponse a l'aide

du package«drc » du logiciel R et déduit la conce OOAOET 1T ET AOEOAT O v mE
considérée ici comme la concentration de la substance chimique a laquelle nous

pouvions observer que 50% de larves normales et viables. Les concentrations efficaces

les plus faibles et nulles observées (respectivemé NOEC = no observed effect
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concentration et LOEC= lowest observed effect concentratioh ont été déduites des
concentrations chimiques uilisées dans les expériences. Nous avons ensuite &weé la
toxicité de nos trois molécules en cocktail. Les mélanges contenaient chaque pibd

chimique soit a leur NOEespective, soit a lair LOECrespective.

2.2.3. Détermination du stress oxydant

Dans les céules, il existe toujours des espéces moléculaireexydantes, enparticulier

AAO AOPT AAO Oi AAOGEOGAO AA 1 8 licalawest deAant des2 / 3 Qh
et altérer les composants moléculaires de la celluleCette réactivii 086 A@D1 ENOA C
leur structure électronique. En effet, ces moléculgsossédent sur leur couche externe un

ou plusieursélectrons et pour devenir plus stables vont devoir compléter leucouche en
AOOAAEAT O AAO i1 AAQies ddjacentds L prdsénCeOdk QROT ési i A
normale, liée a la respiration cellulaire, et caaines especes radicalaires sont méme
impliquées dans certaines voies de signalisation cellulaire (par emple NO°).Les ROS
DAOOAT O AOOOE 6 OOA iticpiddsicelie®a dedoraphseésichimiquds@b 1 O
tels que des métaux lourds ou certaines mobglles organiques xénobiotiques qui vont

activer lesvoies de détoxification cellulaires induisant de facon indirectdéa production

de ROS. Un exces de ROS dans unéukeelest délétae, car ils induisent des cassures

i T117AOI AEOAO EIi Dl Otéyhte Gk @bmbrined Ael Prétéinds et deE

16! $O0&OEh 1871 O1T1 OOETT A 0Oi |l AAgideipdleméent ddsA O OUC
enzymes qui permettent aux cellules @ maintenir les ROS a des concentrations
physiologiques. Le stress oxydant correspond a m déséquilibre des voies de

signalisation et de comrdle du statut redox de la cellule

Les radicaux libres, duait de leur bréve durée de vie mais aussi de leur haute réactivité,
sont difficiles Afjettre en évidence. Généralement, ce solds maqueurs del'agression
radicalaire au niveau de I'ADN, deprotéines et surtout des lipides, quipermettent, de

facon indirecte, dévaluer le stress oxydant.
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Figure 25 : Cascade de production des principales espéces réactives del & | @ Usglbr FAvier (1997)

Ainsi, afin de caractériser letype et le niveau de stress oxydant induit par les DBPs
testtsnousad 1 O AET EOE AA [ AOOOAO 1 AQ déichracikilsér OOA OET
la peroxydation ipE AENOA AO Adi éhidoky@aht€ 1 A AADAAEOI
T ,61 gUAA TEOOERNOA | ./ Q

, 61 GUAA 1 EOOE N par doséyue,biffuse A Uravéis les membranes
biologiques.) I AOO OUI OEi OEOi DPAO | apartdded K 1100CO E MO A
A6 OT A g AdAl-Arditine. Mandelker (2008)h A OOOOA NOBEI 16AO0C
I 81 OCAT &6&forfes chnhGedtrations car il générealors trop de peroxynitrite NCGs-

(Figure 25). , axyde nitrique notamment intervient comme médiateur dans les
événements apoptotiquss. A de plus faibles concentraions, I'oxyde nitrique contribue &

l'activation de I'expresson du gene hsp70,protégeant ainsi les embryons contreles

effets toxiques de cet aldéhyd¢Romano et al. 20.1).

Les niveauxendogénes de NO ont été mesurés enrseillant la formation de nitrites par
réaction de GriesgMigliaccio et al. 2014) Le systéeme de réactifs Griess est basé sur la
réaction chimique illustrée a la Figure 26, qui utilise de la sulfanlamide et du
chlorhydrate de N-1-naphtyléthylénediamine (NED) sous conditons acides (aae

phosphorique).
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Figure 26 : Réactions chimiques impliquées dans la mesure du NO 2- al'aide du systéme de réactifs de Griess

Des larves d'oursins en développemen (environ 15 000) ont été collectés au stade
Pluteusaprés 48 heuR O A8 A@biT OEOET 1T Addr@enthfigatiar 20800 9A O |, /
pendant 10 minutes dans un rotor pivotanfa4 °C. Le culots ont été lavés avec du PB&

4 °C, puis congelés dans de l'azot liquide et conservé a -80 °C jusqu'aleur utilisation.

Les échantillans ont étérepris dans du PBS (1:2 p/v), centrifugés (12 000 g pendant 30

minutes a 4 °C) etles teneurs en peroynitrite d es surnageats ont été déterminées

(Migliaccio et al. 2014.

1 Péroxydation lipidique
, 61 GUAAOE T slcomprar@d dduémnpel ApOAT ET OA AT OOAOPTT A U
AOTT A ABEUAOICTITA AAOGOI A DPAO O1 OlakeEAA] EUA
i 717 A®ltydene MEMichael 2007; Powers and Jackson 2008)Le dialdéhyde

i ATTTENOA j - $! Ctioh @ RESGME adidds giad Pyinsaturés. I
constitue donc un marqueur du phénomeéne de lipopéroxydation.En outre, i peut
former des AAAOEOO U 18!$. |1 OOACiTAO AT Oi ACEOOAT

désoxyguanosine.

Actuellement, beaucoup denéthodes in vivoet in vitro, sont exploitées pour déterminer

la quantité de MDA formAeDgar peroxydation lipidique. La plus courante rest celle

basée sur les mesures spectrophotométriques ou spectrofluorifaiipues du complexe

MDA-acide thiobarbiturique (MDA-TBA).

Environ 15000 embryons & I OOOET AT A1 OAI liedéd duisthdeRutelisi O i O
APDOT O Tty EAOOAO AJ Asm@HCSpEr OdnitifligatidnCad 808gpeBdaintO AT O A
10 minutes a 4°C. Leculots ont été homogéneéisé dans du Tris-HCI contenant Q1 mM

d'EDTA et 02 % de triton X-100 (1:2 W/ V) et centrifugés (a 14 000g pendant 30

minutes, 4 °C). Le surnageant (20Q1) a été ajouté al ml du tampon de réaction
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contenant 15% d'acide trichloroacétique (TCA), 0,375% de TBA et 0,1% de
butylhydroxytoluene (BHT). Le tampon a été préparé enajoutant du TBA
(préalablement dissous dans 22 ml de HCI 12 M) a la solution de TC&n agitant sur une
plague chauffante. Apres incubation a 95 °C pendant 15 minutes, le mélange réactionnel
a été centrifugé et son absdrancea été mesurée Une courbe stadard pour le MDA a
été préparée a l'aide de B-tétraéthoxypropane tel que rapportépar (Esterbauer et al.
1991). Deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA) se combinent, emmilieu
trichloroacétique et A@aud (100°C) au MDA, pour former un complexe dissous col&rDz
rose. L'intensité du complexe coloA Bgt mesurée au spectrophotomeétreA 32 nm
(Ohkawa et al. 1979)

1 Les antioxydants

Le suivi de Bi OT 1 OOET 1 A A  énAantidxydanis Agerheéx Add Eslinire

1 6ET OOAT 1T AGET T Ad01 OO0 oskadves ahtigkydania eCantivafelri OT 1 1 A
des défenses de nature enzymatiquéMcMichael 2007). LesantioxyA AT OO0 NOA 1 61711
d OAO O1 10 T11 AOCAGCDZ N 1 A0, -tecbppiDzAhODOAAIOAT OAAD

enzymes SOD, GPX, et CATesLfluctuations mesuréesA 6 OT afidxgdant sont

délicates a interprét er dans la mesure ou lesntioxydants interagissent dans leur mode

Adtion. Une méthode de dosage plus globaleété mise au pointet prend en compte les
antioxydants totaux, aussi appelé TAC (Total Antoxidant Capacity). A AOO 1 6AO00O DI
doser un seul antioxydant, mais de fourn une indication sur la protection antioxydante

globale (Prior and Cao 1999) Pour cela,diverses techniques existent Prior and Cao

1999), mais le principe reste toujours le nnib (Urso and Clarkson 2003) on expose

I 81 OCA ure ROSBui vid réagir avec les défenseantioxydantesAA 1 81 OCAT EOI A
qui permet de déduire les concentrations initiales par comparaison avec un témoin non

exposéaux ROS

En réagissant avec le perdiate de potassium (KSOsQh 1 8! " 43 -azind AEAA
bis(3éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)) forme le radical ABTS, de couleur bleue a
OAOOA8 , 6AET OO AG6AT OET gUAAT OO OAloradionAdOE OA A
mélange. La décoloration du radi@d mesurée par spectrophotométrie a 490nm est
proportionnelle a la concentration en antioxydants. Nous avons utilisé lkit OxiSelect

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)
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2.2.4. Test dggénotoxicité

La génotoxicité du cocktail de rolécules a été évalué avec le test des cometes, selon la
méthode de(Tice et al. 2000b) Environ 5000 larves agées de 48 heures ont été exposées
comme décrit cidessus(page 65), pendant 1 heure. Apres exposition, les larves ont été
collectées par catrifugation a 1500gpendant 10 minutes a 4°C. Le culot a été emis en
OO0O0PAT OEiI T AAT O p I, puish@lAngddélibalemdntiadec BRI @ O1 A
glycine 1M et incubésur la glace pendant 5 minutes pour permettre la dissociation
complete des cellles. Environ 50 000 cellules ont ensuite étécollectées et placés dans

1mL de PBS 1X et centrifugées a 3000g pendant 5 minutes 4°C. Les cellules ont
ensuite été prélevées et délicatement mélangées a %l d'agaroseliquide a bas point de

fusion (37 °Q), puis étaléessur une lamede microscope(Tice et al. 2000.

dénaturation et distorsion de

cellules emprisonnées | i I’hélice d”’ADNdans tampon
dans un gel d"agarose yse el miict d’électrophoreése (pH13)
C alcalin (pH10)
B e Y B e
o ® > o— (& O
Y CSeomel et T TSSO e
lame de verre l

neutralisation (pH7) et coloration

l

observation au
microscope et

mesure du taux
de cassures a

I’ADN

migration sous champ électrique

téte queue

Figure 27: Principe du traitement d es lames pour le test des cométes

Une fois préparées, les lames ont été immergées dans un tampon de lyse (2,5M NacCl,
100mM NaEDTA,2HO, 10mM Tris pH10, 10g MNLauroylsarcosine, 10% DMSO et 1%
Triton X100) pendant 90 minutes a 4£C. Les lames ont ensuite été placéearts ure cuve

d'électrophorése contenart une solution alcaline (200mM N&EDTA 2H0O, 10N NaOH)
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pendant 20 minutes a température ambiante, pour permettréa dénaturation del'’ADN,
puis |@lectrophorésea étéréalisée pendant 20 minutes a 25V et 350A. Pa la suite, les
lames ont été plongées dans un tampon de neutralisation (0,4M TrisHCI pH 7,5)
pendant 20 minutes Figure 27). Enfin, les lames ont été fixées avec du méthanol a 100
% et séchées a température ambiante pendant la nuit. L'ADN a été c@é@avec une
solution de SyberGreen (SigmaAldrich) déposée sur chaque lame et laissau repos
pendant 20 minutes dans le noir. Les lames ont ensuite été lues a I'aide d'un microscope
dé E i A D5 Cellules entiéres et des comeétes observées dans plusieurs champs
microscopiques choisis au hasard ont été capturées, indépendamment de la longueur et
de la forme de la cométéGyori et al. 2014) Les images onensuite été analysées a l'aide
del 6 AD DI GpArACokétivl.3.1 (cometbio.org) implémenté dans le programme
ImageJ (SciJaygdGyori et al. 2014)

Les dommagesa I'ADN ont été évalués pata détermination du moment de la queue

(Tail moment) décrit par Olive et al. 1993(OTM), qui tient compte a la fois de la
longueur et de la distribution de I''DN dans la queue de la comét€Olive et al.

1991)(Figure 28) AET OE NOA bda lalqgieuep Ad! $.

100 x Tail DNA Intensity
Cell DNA Intensity

lail DNA% =

Tail Moment peut étre mesuré de 2
facons:

(a) Olive Tail Moment =Tail DNA% x
Tail Moment Length

Tail Moment Length (b) Extent Tail Moment = Tail DNA% x
Length of Tail

Figure 28: Principe d'évaluation de la comét e

L'expérience téman consistait & exposer des larves de 48h &d 6 AA O & (@OUM). T i

Cette concentration a été choisie aprés une expérience préliminaire au cours de laguelle
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nous avons testé la génotoxicité de 482 pour une gamme de cocentrations (R =

0,9983), comme dérit précédemment(Nahon et al. 2008)

2.3. Analyses statistiques

Les shtistiques ont é€ réalisées avecle logiciel R (version 3.6.1, 2019) et XLSTAT
(Addinsoft, 2017). Pour étudier les relations entre les communautés planctoniques et les
parametres environnementaux diversesune analyse de redondance (RDA) du package
vegan a € entreprise. Des corrélationsentre chaque parametre biologiqueet chaque
variable abiotique ont été réalisées par des tests de Spearman.

Des courbes doseéponse ont été produites a l'aide de modéles de régression. Les
concentrations effica@s (c-a-d. EGo, EGo et EGo) ont été générées a l'aide de
«|'estimation des doses efficaces (ED.drc) du package R. Avant le test Kruskdlallis,
qui permet la comparaison d'échantillons indépendants, les données écotoxicologiques
et les données d'esai des comées ont été testéespour vérifier leur normalité. Le test de
Mann-Whitney a été réaisé pour comparer les données du site non pollué (NPS) au site
pollué (le golfe de Fos). Les différences entre chaque condition étaient considérées
comme significatives lorsque la valeur p < 005. Les données sont exprimées en

moyenne +SE.M.

3. Résultats
3.1. Evaluation de BEI PAAO EI OEOI  iAdAsDiels GAEIESOO AEI
communautés picoplanctoniques locales.
L6 AT AT UGA AA OAATTAAT AR DPADgrdupes & AariadldsC O Ob A
explicatives, ici 3, qui influencent la répartition bologique.

1 Les «nutriments»: azote total, nitrate, phosphate, ammonium et carbone
organique dissous(COD)
1 Les parametres« physico-chimiques» de la sonde CTDsalinité, température, pH
et oxygéene disous
1 Les«DBPs»:composés organohalogérgtotaux mesurés enGGECD
Pour chaqgle groupe, une ou plsieurs variables représentatives ont été choisies afin
Adi 1l EIETAO 1TAO ATTETiT1 AOEOi O AO AOCI KdoXAO 1 A
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été retenues la salhité (SAL), la tempéraure (TEMP), le carbone organique dissous
(CQD), le phosphate (u) et lescomposés organohalogénéésomme des concentrations

mesurées en GEECDramenées enug/L équivalent Br, appelés« Halogenes»).

< sz .~z

Les O1 OO01I OAOO dhiy€eGdd GedoAdihce lordt &t représentés grapiquement
(Figure29q8 300 AAOOA EECOOAhR risdidhgologiqued gtedt ENOA
majoritairement représenté par les paramétres physicechimiques. Lle carbone

organique dissous représent la plus forte contributon U 1 6 AGA ¢ AO Ag@bl EN
OAOEAOQEIT T O AET I 1 esEdiidued significadivedédnt pak @A compdsés
organohalogénés En moyenne, avec touse$ parameétres pris en compte,la RDA

expliqgue 50% de la \ariation biologique.
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Figure 299 2 ADOi7 OAT OAQEIT T C ©Adiedditénke dasAvaribbied hbibtique® expliqua nt la

distributi on des données biologiqu es.
Les campagres sont diférenciées par ouleur et les variables les plus significatives par le modéle sont représentée

(pvalue < 0,05 **,
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La variation biologique des campagnes-s AO 1 OAI A1 A DPOET AEDPAIT Al A
température et le cabone organique dissous. En revanche, la campagr a une

signature différente, ellesemble davantage liéeaux parametresphysico-chimiques et a

la pollution. LaAT T OOEAOOET 1 Ads® cepehdad mibimdFiguhe2d). p O

Le diagramme de Venn repréanté sur la Figure 30, permet de voir la contribution de

chaque groupe.Les données de la sondeCTD expliquent principalement les varidions

inter-campagnes

Toutes campagnes confondues

Nutriments —— . ™~ ‘
Vs // \DBPs
.':I ll'lIf 2% \ "'.I
I. 7% | | 1% |
\ / /"I
\\ ) P /
16%

Residuals = 75%
Figure 30 : Contribution de chag ue groupe a la variabilité
biologique, t outes campagnes confondues.

Avec en bleules nutriments: PO4, NO3, NT, CQ[®n rose les BPs:
composés organdalogénés totaux; et en jaune les parametres
physico-chimiques: température, salinité, oxygéene dissous, pH

La Figure 31 détaille les RDA btenues pour chaque campagne individuellement
Brievement, lors des campagnesil. ¢ A O 1 eEponde diftéente seibA 16s sifes,
enefettouslesDl ET OO O1T1T O 1i1ATCci o8 )I 18U A NOA |
voit une sensible distinction. Les points en rouge, représentant les pdis proches des

exutoires semblentétre davantage corréléesaux DBPsmais aussi aux variations phgico-

chimiques. S on se rapporte au diagramme de Venn de cette campagne, 35% des

variations sont expliqués pa la sonde CTD, et moins de 10% par les poduats
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chimiques. Cependant, parmi ces grupes, on

influent sur la variation biologique.

ne

peut disdminer le parameétre le plus
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Figure 31 : Représentation des analyses de redondance pour chaque campagne, différenciant les sites de
prélevement.
A campane n°1l; B: campagne n°2 C: campagne n°3 ; Dcampagne n°4.

La distribution des groupes picoplanctoniques du Golfe de Fos est majoritairemt

expliquée par les ressources et les paradétres physico-chimiques du milieu.

En dfet, les industries paivent rejeter dA 1T 6 AAO AA \Vedu ddiaEdei O A ¢
OAl pi OAOGOOA PAO OAPPI OO U 186AAD ET EOEAIT Al AT G
deta NOE ET £ OAT AA DPOET OEcOvinitradids blanttoniuds. RADET E A O A

toutes les autres campagnesjes DBPsont tri O DA O A &G llaFElai@bliie A A

biologique. On voit bien lors de la campagne 3, en hiver que lgaramétres principaux
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sont le pH, la salinité et la température. Lors & campagnes 1 et 4, les nutriments

08 A il alx@#ramétres physto-chimiques.

La température est une variable environnementale importante qui détermine,
directement ou indirectement, la biomasse, la productité et la composition cellulaire

de tous lesgroupes phytoplanctoniques(Eppley 1972; Sarmiento etal. 2004; Zinse et

al. 2007). En particulier, la température affecte directement les processus
physiologiques qui régulent les taux de croissae (Eppley 1972; Raven and Geider

1988). Sur le terrain, la temg@rature influence également la dynamique physique de la

colonne d'eau et la disponitité des nutriments et de la lumiere(Eppley 1972; Johnson

et al. 2006; Behrenfeld et al. 2006)ce qui rend difficile I'isolementdes effets spécifiques

de chaque paranétre individuel. Le lien entre la variabilté biologique et la température

peut donc potentiel AT AT O dii gud @drdraction des facteurs abiotiques les
communautés répondant aumilieu non pas directement a laémpérature.

La salinité notamment semble avoir une influence particliére. Une salinité plus faible

correspond aAA O ADPDPT 000 AGAAO@T Al OAwéQueAed apporEl A8 )
A6AAO AT OAA AT 1T OOEOOAE A hubimeAts EudBij @ @A2000A O OT O
avec le Rhéne et le P& comme étant les deux plus grandd ®OA O A6 Al Ei AT O
représentant environ un tiers de l'apport total d'eau douce en mer Méditeanée

(Ludwig et al. 20108 , A0 AAAOi OEAO OI 10 ZEAITEI ET OAO A«
douce, et souvent sont dminantes dans ces environnemets la, ce quicorrespond a une

distribution classique observée dans le panache du Rhérigirchman et al. 1989; Puje

Payetal. 20068 ! 161 DT Oi h bnArétrodvdéd Ibrégheles esolréed O O
sont moins concentrées. Des distributions similaires des communags
picophytoplanctoniques ont déja été décrites oule gradient de salinité a été identifié

comme un facteur important de la structure de ces communauté@Bonato et al. 2015,

2016).

, 0 A BeAdk tedondance et des corrélationpermettent de mettre en éviderce ces liens

forts entre les données biologiques et ces variables. Ainsi, la distribution des

comi O1T AGOT © b1 AT AOTTENOGAOG OAT AT A 1 AOCAI AT O DI
du Rhoéne das le Golfe de Fos que par la pollaih des exutoires. Cependant, es

résultats ne permettent pasnon plusA 3 A £AZE O AO 1 8 A A Oprdddtd deA 6 A £AEA
chloration sur la structure des communautés picoplanctoniques présentes dans le Golfe

de Fos. En €EAOh 1 6 ET £ OAT AA abidtifues eh 15 Odtdxie d&AIDE AAT AC
pollution du golfe pourraiend0 | AONOAO 1 AOGO 1 8EIi PAAO 1100 AAC
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3.2. Evaluation de la toxicité in-vitro du BMF, du TBAA et du TBP sur le
Ai OAT T BDPAT AT O Ai AOui 11 AEOA AG61 OOOEI
Dans cette étude, les embryons ont étexposés a une gamme de conggations de
bromoforme (BMF), d'acide tribromoacétique (TBAA) et de tribromophénol (TBP)
pendant 48 heures, de la fertilisation au stad@luteus(48 hpf). Le contrdle avec 0,1 % de
DMSO reétait pas toxique pour les larves ehous avons trouvé des courbedoseréponse

typiques, a partir desquelles ¢s EGo et EGo ont été extrapolées(Figure 32, Tableau
9)(Lebaron et al. 2019)

Tribromophenol Bromoform Tribromoacetic acid
f=]
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0 20 40 60 0 300 600 900 1200 1500 0 600 1200 1800

Concentration (uM)

Figure 32 : Courbe dose-réponse pour les trois molécules test ées

Le TBPest de loin la molécule la plustoxique, comparativemen au BMFet au TBAA
(Tableau9). Le BMF s'est révélé plus toxique que le TBAA. Cet ordre de titéia été
régulierement signalé chez plusieurs orgaismes aquatiques vivant en eawouce ou
marine (Yoshioka et al. 1985; Yang and Zhang 2013; Liu and Zhang 2014; Teixéd al.
2015; Hanigan et al. R17).

Comme d'autres organismes aquatiquegroshioka et al 1985; Delacroix et al. 2013; Liu
and Zhang 2014; Teixid et al. 2015; Hanigan et al. 2017)les embyons deP. lividus
étaient sensibles aux conadrations relativement élevées des molécules testées. LafC
était de 14,5uM pour le TBP, deZH,31uM pourle BMF et de 923,5uM pour le TBAA, et
la LOECIla plus faible était de 3uM avec le TBPTébleau 9). Mis a part pour le
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bromoforme, P. lividussemble pls sensible au TBP et au TBAA que les embryons du
polychéte marin Platynereis dumerilii (Yang and Zhang2013) ou les algues vertes
phytoplanctoniques Tetrasdmis marina (Liu and Zhang 2014) En effet, selon 3 études
précédentes, la E§& du bromoforme pour P.lividusest comprise entre la E€ chez le
poisson zelre (200uM, (Teixid6 et al. 2015)) et la EGo chez les embryons polybetes
(730uM, (Yang and hang 2013)). En ce qui concerne le TB et le TBAA, notre modele
semble 4 a 14 fois plus sensible au TBP et 46dois plus sensible au TBAA que les autres

systemes biologiqueqgYang and Zhang 2013; Liu ahZhang 20H4; Teixidd et al. 2015)

Tableau 9 : Les différentes valeurs de toxicité pour les trois DBPs étudiés

Bromoforme Tribromophénol ﬁ'(;:::)moacétique
NOEC pM 3,9601 1,51E00 1,6902
LOEC uM 1,98E02 3,02E00 3,37E02
EC;, uM 5,26E02 1,45E01 9,23E02
ECy, pM 1,05503 3,14501 1,78E03

Le premier effet observable (LOEC) des trois pradts chimiques de notre modéle a été
le développement anormal des larves. @z lesPluteusexposés a des ancentrations
plus élevées, nous avons observé un développemeartormal etretardé, principalement
entre les stades morula et gastrula, dans des propaons relatives différentes selon la
molécule et la concentration. Parmids anomalies de développementnovoquées par les
trois produits chimiques, nous avons surtoubbservé desspicules croisés, qui comptent
parmi les malformations les plus régulieremat signalées chez les larves d'oursin
(Gharred et al. 2016. Il est ntéressant de noter que la mortalité induite par le TBAA a
été détectée toh AAO 11 OO0 AOTT O 1T AOGAOOT O1 ks,deAET OEO
couleur noire.

L'exposition pendant 48 heures a un mélange des trois molécules a étdde fagon
criti que la propation de larves Pluteusnormales, a 63 % + 2 et 18 % + 1 pouaINOEC et
la LOEC respectivement, alors qu'aucune n'a survécu a l'exjas a la EGo, ce qui

démontre I'effet combiné de ces substances. Cependant, chez les eyobs du poisson
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zebre, l'influence de I'eau chlorée n'a pas eu d'impact phénotypique détettle aprés 5
jours d'exposition, ce qui suggere qu'un environnement actique complexe, ontenant
une grande diversité de DBPs a des concentrations beaucoup plasbfes que celles
testées, petine pas étre délétere pour la population(Hanigan et al. 2017) Néanmoins,
I'exposition chronique des poissons adultes a 0,9 nM de TBP pourrait potentiettent
avoir un effet significatif sur un certain nombre de générationssur la survie, le

développement larvaire et le taux de malformation(Deng et al. 2010)

Nous avons également testd'impact de I'exposition contr6lée de polluants sur des
Al AOUT T O E OOibddiquéntert &xposésladyolféd de Fos. Ces embryons du
golfe ont été exposés au TBP, au BMF et au TBAlawas LOEC, E4 et EGo respectives,
et au cocktail de LOECs. lIs se sont révélés légerememoins sensbles au TBP et au
TBAA que les embryonglu site non pollué, tout en étant tres résistants au BMF, qui est
la molécule la plus répandue dans le golfeFigure 33)(Manasfi et al. 2018) De plus,
I'exposition a un mélange de LOEGsréduit la proportion de larves Pluteusnormales de
40 % au lieu de ® % pour les embryons NPS. Cettrésistance accrue des embryons du
golfe pourrait s'expliquer soit par une sélection larvare naturelle, avec une meilleure

adaptation au site pollué, si par un effet parental (Ross et al. 2016)
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Figure 33 : Effet du bromofor me (rose), tribromophén ol (bleu) etde 1 & A Arirdnfoacétique (orang e)seulet .
en cocktail de LOECs (gris), sur le pourcentage de larves Pluteus bien développe AO EOOOO A AAOI OAO D3 A
1A ci1 EA AA &1 O | OReW®dn palici(NPE)j adpress If OFOAR OA Eimih o®H

=*n<0.05MDOT T AOGO OAOOQ

80



3.3. Evaluationdu stress oxydant asscié aux DBPs

Les résultats des dosage antioxydantsoxydants sont sumés sur & Figure 34. Nos
pools de larves contiennat entre 5000 et 15000 larves en fonctiondes dosages, afin de
normaliser les résukats entre chaque condition, tous les résultats sont exprimés en

fonction de la concatration en protéines totale mesurée par pool.

400 12 Oxyde nitrique
[] Peroxydation lipidique

300 —— 10 %
7 e 7 L h |
200 : 13 %7 _ Lﬁ,’;
0 ....... o Syt S SO | ISR | | Ao [ OO0, ,_. 0 7 A“ Y 7

Blanc BlancFos BMF TBP TBAA  Cocktail Blanc BMF TBP TBAA Cocktail

100

Figure 34 : Evolution des espéces anti oxydantes des larves Pluteus alaOOE O A edpdshiidnAde 48 heures
aux LOECs des différents DBPs(a gauche) A O 1 & on@é deud 6xigdants (& droite ).

paramétres mesurés.|ll semblerait que les DBPBs OA OO1 O indntdphd deCstkess
oxydant sur les jeunes stades lamires deP.lividuss $ AT d® ddL@&ria-Bdalloch et al.
(2016), une méme conclusion a ét tirée sur des baigneurs. En effet, bien que des
problémes regiratoires aient été reportés, aucun Oi OOl O&éDstatistimuement
différent pour mettr e en évidence unpotentiel stress oxydantsur les cellules sanguines

s o~ Az

toxicité du chloroforme et de divers halométhane en 1985 par (Tomasi et al 1985).
Plusieurs études ont montré que les DBPs pouvaient entrtner un stress oxydant
(Beddowes et al. 2003; Yuan et al. 2006; Sapone et al. 2007; Abdaim et al.2009). La

différence principale avec ces études et conception expéimentale. En effet,ds temps

ABAoDbl OEOQOET T OAOEAT O elrAsddn®nbs plofbdoes @xpobitdA O U
De plus ce sont souvent des souris qui scd OOEIT EOi A@h et Grdel B8 A@DT O
semblerail®d NOA BI OO0 110 Al 1 AEOBKpeted & A DIFAPBSEOET 1

A3 E | paAcksoncentrations de DBPs & ce stade di&veloppement
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De plus & conditions d'exposition prolongéeE1T A OO DI Quibiitciréddx ddh® A 1 8
les cellules aieul A OAI1 gudter/DAns b8 conditions expérimentales, onevoit
pas de difftence A0 T EOAAO® AB3A@DPTI OEQOEIT |,/ %# DBAO O

donc que le stress oxydant ne soit pas a lui seul responsable tketoxicité en condition
cocktail. Des résultats sinilaires ont déja été rapportés aprés 30 minutesd@xposition

les danmages adADNont été réparés(Kreja et al. 2003)

3.4. Evaluation de la géndoxicité du mélange

Le test des cometes a été largement utilisé pourgter les efets génotoxiques pdentiels
des polluants environnementaux, das plusieus organismes modeles tels que les
embryons animaw et les racines végétales, car #'agit d'une méthode efficace pour
détecter les ruptures d'ADN simple et double brir(Ydda& et al. 2009;Liman et al. 2011)
Les résultats obtenus a partir de I'analyse des cometes sont résusngar la Figure 35.
Nous avons testési une exposition d'une heure a ds mélanges de BP, BMF et TBAA, a
leurs NOEC, LOEC et deux fois leur LOE&Spective, pouvait induire une rupture des
brins d'ADN chez les larvedluteus Il est probable qu'étant domé I'exposition a court
terme, nous ayons observé le poteriel de nos mélanges d'induire des riptures de brins
d'ADN, avant toute advation des mécanismesle réparation. Le nveau de génotoxicité a
été évalué chez lesémoins positifs et négati et les groupesexposés en fonctionde
I'OTM et du pourcentage d'ADN (% AN) mesurédans la quewe de la cométe. De plus,
nous avons évalué la proportion de cellules au sein de chaquegpe ayant dépassé une
valeur seuil, correspondant au 95e percentile d groupe témoin pour 'OTM et k %
ABDN.Dans des conditions contrélées,es 95epercentiles pour 'OTM et A PADKN 8
étaient de 2,6 % et 16,5 %, respectivement. Pour les deux parameétresnsidérés, nous
avons trouvé des distribuions de données normales das le groupe ténoin négatif
(Shapiro-Wilk, p=0,1) mais pas dans les groupe®stés ri dans le graupe témoin positif
(Shapro-Wilk, p<0,0001). Le testn'a pas révélé dnfluence significative du niveau
d'exposition basé sur 'O M mais a démontré que le @upe exposé aumelange a deux
fois la LOEC(LOEC_X2), avait significativeent plus d'ADN dans laqueue de la comete,
comparé a tous les autres groupes (KruskalVallis, p<0.033). Ce résltat suggere
NOS6 OT ENOAT AT O ohditiorOddeu Aniedidt Béntdxijue ACependat, I'écart
entre lesrésultats des groupes témoins et ceudes groyes testés gant a la normalité

de la dstribution des données indique que l'exposition a eu une infence sur une
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fraction des cellules de chage groupe, tel que rapportéprécédemment (Taban et al.

2004). En effet, la proportion de cellles avec un OTM supérieud 2,6 augmente
régulierement avec la oncentration et donne des valeurs OTMlus élevées que ceks

observées dans le groupetémoin négatif (Figure 35a). Cette augmentation de la
proportion de cellules aégalement été observée pour le paramétre %AADN, ben

gu'elle sat clairement perceptible a I'état LOEC_XZFigure 35b). Parconséquent dans

I'ensemble, nos résultats suggerent une relation doseffet lorsqu'on tient compte a la
fois de l'effet sur 'ADN et de l'occurrence des cellules qui r@mdent. Des résultats

similaires ont déja été rapportés dans des expériences d'expasih a cout terme, telles

gue celles réalisées sur des cellules CHO (ovaires de hamster chinois) exposee3 BA

pendant 4 h(Plewa et al. 2008)

Il est intéressant de noter qu'da condition LOEC_ X2, nous avons constaté que 7 & d
cellules étaient réparties avec plus de 90 % ddeur ADN dans la queue de la comete.
Parmi cellesci, quelques cellules affichaient également une valeurT™ élevée, quse
rapporte a la longueur de la @méte. Un résultat similaire a également été obtenavec
certaines cellules du groupe témoin positif(Figure 35b). Cela pourrait irdiquer un début
d'apoptose (RapPet al. 2003) D'autres études en ont éja apporté la preuvell a en effet
été démontré que le peroxyde d'’hydrogene puvait induire I'apoptose, causant la mort
cellulaire en moins de deux heureslans les cellules exposgs a plus de 400uM de D
(Xiang et al. 2016) Une étude récente a également suggéré que B8Ps pourraient
déclencherl'apoptose a des concenations élevées(Rap®Pet al. 2003) Ainsi, dans notre
étude, le cocktail de DBPs pourrdiavoir le patentiel de déclencher égement I'apoptose

dansune fraction des cellules larvaires.
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Figure 35 : Distribution de I'OTM (a) et du % d'ADN dans la queue de la comete (b) en fonction du niveau
d'exposit ion des larves de Pluteus au mélange chimique.

Les boxplots regroupent les ler et 3eme quartiles. Lanédiane est représentée pr la ligne noire a l'intérieur du
boxplot. La ligne rouge indique lepercentile a 95 % de la condition de contrble utilisée commeéférence, et les
chiffres en rouge indiquent la poportion de cométes pésentant une valeur supérieure da référence.
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4. Conclusion

&ET AT AT AT 6h AA NOA 1 61 doncenmAiOD 1CRAOABEED DG A OO E (
industriels sur les communautés picoplanctoniquesil semblerait que les paramétes
physico-chimiques ainsi que lesnutriments soient les facteurs les pluscontraignants.

, 6EIl PAAO AAO $" 00 OO0 Ghdndalineriekd dsthaye darug effeti T A A
de dilution trop important et un contexte de site multipollué, soumis a desentrées

ABAAQO Ahe GrAnktrin@its. Cette hypothése se confirme par lauite puisque les

premiers effets néfastes observés des DBRsour la survie de cette communauté

picoplanctonique se manifestent a une concentration avoisinant les mg/L.

Les tests n-vitro sur les larves A 8 T O @ Bdrn@ds d'approfondir nos connaissances
sur l'impact du bromoforme, du tribromophénol et de I'acide tibro moacétique, testés
seuls ou en combinaison, suelur développement. Nous avonsu que les trois molécles

pouvaient altérer le développanent embryonnaire. Le tribromophénol étant la molécué

1A Pl 60 Oi aE & GAfoisEpD<yNedids(Heux autre mokéaul AOh A0 1 A/
tribromoacétique la moins toxique. Le mélange des trois DBPs a également
considérablement entravé le développement passant de 2000A 6 A £A£ZA O 11 £AAOOA
théorique 8 80% A8 AEEAO 11 £AZAOOA A1 DPOAOCENOAMos®T OAT

molécules semble exister. En revanche, lorsque ces expériences ont été réalisées sur les

jeunes stales larvaireO A81T OOOET O b d A Eds,@nehoeiar@e sigdificafivie | £A A
au brol T £l O A O06A00 0i O0i 11 A8 #AOOA xpwioh &uOA 06 A
AT AEOCAET AA 11171 AOI AO i CAI AT AT O AOGAA OAOI Al A
Le passagale la concatration du mélangede NOEG LOECaugmente significativement

la cytotoxicité, ainsi que le niveau de dommage de I'ADN et peioportion f de celules

affectées.. 1 OO T 6AO0T T O AAPAT AAT O PAO 1110071 AA 0O
exposition aux LOECse 48 heures.

Dans ce chapitre nous avons mis en évidence urpotentiel d'interaction génome

environnement pour les larves de Fosen paticulier en ce qui concene le bromoforme.
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CHAPITRE : Adaptation locales
oursins issus du golfé-ds

Dans le chapitre précédent, nous avons montré une sensibilité différere des harves
EOOOAO ABAAOQOIFGAD i BAOADEEATI ARO AO@ 1 AOOAO PO
exposes, suggérant une possible adaptation locale.

Cette partie présente les travaux réalisés poutester I EBUDT OET OA NOA 1 8 AT OFE
du golfe de Fos exerce effedivement une pression de sélection sur les populations

Ad 1T O CadE le®approches anscriptomiques et génomiques.

$AT 0 16APDPOT AEA OOAT OAOEDPOT T ENOGAR 1100 AOTTC
panelde20CT T A O ABaksiBON PO 8A Edlie, iiisiavoms Ehercédes régions

du génome soussélection, en comparantles génomesddndividus adultes vivant dans le

golfe de Fosa A A O @dividlds Bdultes vivanten zone non exposée.
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1. Introduction

Un stress est i facteur intrinséque ou extrnséque obligeant un organisme a ajuster son
comportement ou sa physitogie pour y faire face (Yousef 1985; Barton and lwama

1991; Barton 2002). Autrement dit, les organismes ont le « choix » entre la migration

vers un site plus propice ou bien1 8 A A AlbrEauxd03OR OO0 PDAO T A T EOA A
réponse moléculaire adaptéeou inévitablement la mort. En fonction de la biologie

propre a chaque espece, les stratégies de réponse aux stress et les conséquences a

1 67 AEAT 1l&ionddk descBmmbr@utéssont différentes.

3100 1 6AEEA@NDGOT AOAOADOE OE ltokique) ledrigakisn@OA OOAT
doivent mettre en place des réponses physiologiques (détoxification ou élimination des
substances toxiques) leur permettat de retourner a un état comgatible avec leur survie

(Barton 2002). Ces nombreuses voies métaboliques mises énQrre pour éliminer une
substancetoxique constituent le « défersome »(Goldstone et al. 2006)

, 8 AAADOA G@arespond d Bpthudeldesindividus d@ine population, exposée a un

stress,de répondre de mangre plus efficace que desndividus d@utres populations non

exposées & ce stress$ A0 AGATI b1 A0 Ad AAADEDLNE tHez dsi AAT A
organismes terrestres et marins (Brennan et al. 2016; Lopez tal. 2019).

Trois grandes hypothéses peuvent étre proposées pour expliqudr 8 AAADOAOGET T 11
1 6 A EA£A § labéfe@idn@eédaries & un moment donnéde leur développement et la

régulation épigénétique (Kawecki and Ebert 2004 Villemereuil 2016), qui permet de

fixer, AATO 1A 1Ti1C OAOIA |1 AdD géhomé Anréhodseh dedsd A @D O
pertur bations. Lestrois effets pouvant agir simultanément.

T , 8 A £E£EAE rébukeCdd @ présence de molécules propices a la résistance au
OO0OAOGO 1T AAITh NOE OBAAAOQI OIA AAT O 1TAO 1
molécules peuvent tout aussi bien étre ces ARNmM maternels qui seront traduits
AT DPOT Oi ETAO 10 pPaedmotOd @sistaricd. iDANS | céit®
EUDPT OET OAh 11 DAOO EI ACET AOh 17100 AB80T1T A
08 A0OT T PA AO AT OQ@ondéal.Ro1HAT T DDAT AT O

1 $ & theQpart, la sékction peut agir comme un filtre sur une population larvaire
accédant au mileu stressant, dans lequel elles vont se fixer, métamorphoser,

grandir et se reproduire. Dans ce casles individus les mieux adaptés ont
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possiblement des patrimoires génétiques adptés a la réponse au stress du

milieu (Kristensen et al. 2018) Il est possible que la sélectiv agsse sur les
populations a différents stades devie des organisnes (embryonnaires, larvaires,

juvéniles, adultes) (Kristensen et al. 2018) Cependant il est trés probable que

1 6AEEAO AO 1 EI EAO OI ESQadéshe viz] e@idyonidirded OO0 |
larvaires (Gosselin and Qian 1997; Kurihara 2008; Dupont and Thorndyk2009;

Byrne 2011).

T %l ZET h 1 A 0Oi cOl AGETT 1 PECi | coasktl @AuneA A 1 & /
modification chimique de la chromatine, soit au niveau des cytosines
(méthylation des cytosinesdans les motifsCpG) soit au niveau des histones qui
O1 C1 dedessibilitéddes genegBird 2007).

> Génome
Génomique

ARNm > Transcriptome
Transcriptomique
Protéine s Protéome
Protéomique
Métabolisme — s> Métabolome

Métabolomique

Figur e 36 : Les différentes approches «-omics »

La recherche dadaptation localereposeainsi sur la canparaison de profils moléculaires
entre individ us de populations différentes. ici provenant dan milieu pollué versus non
pollué (Bozinovic and Oleksiak 2011; Whitekad et al. 2011)
 , &dlyse transcriptomique DA OI AO A6 i Odificénked de (profll
I@xpression de son génomeDes différences de réponss transcriptomiques en
fonction de la populdion d@rigine, pour un méme stressseront interprétées

comme la signature probable d@ine adaptation locale.
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1 La comparaison des génomes des indivdus de différentes populations
permettrait de mettre en évidence degégions du génome particulieres qui se
rencontreraient essentiellemert (plus qu@ttendues sous Ihypothése de
neutralité) dans kespopulations adaptées Cesrégions paticulieres (par exemple
codantes pour des protéines ou des régions régulatricey, pourraient étre

propices a l@tablissement de la réistance des oursins delu golfe deFos

2. Plan d&xpérience

2.1. Protocole opératoire

Les individus provenant du ste pollué, ont é& péchés dans le dte de Fos, ceux
provenant du site controle (NPS) ont é# péchés dans la réserve naturelle marine de

Calvi.

Pour Cdvi comme pour Fos,des adultes ont été récupérésle matin méme du déut de

1 6A@Dbi OEAT AAS

Dix couples indépendantsont été utilisés pour la production des larves. Les Gufs
fécondés de chaque couplent été mélangésdans un bac de 80L de telle sorte que
chaque couple a contribué équitablement au poolde larves (Figure 37). La densité par

bac estde 5 karves parmL. Les bassirs sont aimentésen eau de mer naturelle pompée

au large de laCorse etfiltrée sur filire & sable Quarante pour cent AA | ok A O
renouvelés chaque jour. A partir de 72 heures aprés la fécondationles larves sont

nourri esad libitum avec du phytoplanctan.

90



Nous avons disposé de quatre bassins de 80Lpour notre expérience Deux ont été
consacrés auxlarves issues des adultesprélevés a Fos et deux consacrés acelles

produites par les adultes prélevés aCalvi.

Pour chaque poplation, un des deux bassins a accuelli des larves non imprégnées
IGutre des larves imprégnées Figure 38). En efet, nous avons exposé pendant 48hn
lot d& O £O /i alid conéent@tions environnementales de nos 3 DBPs(i.e. 20 pdL

pour le bromoforme, 3 pg/L pour le tribromophénol, e© vuvm ACT, pl 60

tribromoacétique) afin de tester un effet «némoire» del 6 A@b1 OE O.Bods

appelons ce lok larves imprégnées».
La Figure 38 résume lesmodalités expérimentales de @xpostion des karves.

Pour chaque exposition, environ 20 000 larves sont prélevéesdes bacsde 80L, puis
exposéespendant 48 heures,a différents polluants (Figure 38) ou & @au de mer propre

(Témoin négatif), dans une bouteille ambré de 1L.

Leslots de larves ont été exposé U 1 6 A A @ gallé d&Fos efau élangede NOECs
des 3 DBPs étudiésNous avons également disposéedtémoins positifs, en effet, les
mémes lots de larves ont été exposés deux cond T O O A O E inélabge d&Beénts
traces méalliques (Richir 2012) en paralléle de nos manipulatins par Ouafa El Idrissi,
doctorante de BJniversité de @rte (Tableau 10). Les lots de larves non exposées,

élevées avec@au de mer fitrée ont congitué lestémoins négatifs expérimentaux.
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Les embryons ont été exposés48 heures, de 1l A & AT 1T AAOET TPIutél

(48hpf) et du stadePluteusE O O N O & At Oras(06 Wph. A

s Az

3

t0 t48 hpf t96 hpf
—@- ©- >
Heures post fécondation
Expositions
Eau contréle : T-
Eau de Fos :> Expression
Mix de NOECs genique
ETM x5 : T+
ETM x10: T+
Z Expositions
E erssesssens s s Eau contréle : T- . _
< Larves ' Eau de Fos xpression
% Croissance dans eau de contrdle  E— Mix de NOECs :\>gemque
= ETM x5 : T+
E ETM x10 : T+
Expositions
Eau controéle : T- imp
Larves — Eau de Fos imp :>Expression
Imprégnées conc environnementales Mix de NOECs imp genique
ETM x5 : T+ imp
ETM x10 : T+ imp

Figure 38 : Résumé du plan expérimental suivi. 3 exposition s différentes ont été entreprises pour chaque site
géographique étudié.

Tableau 10 : Concentrations de s différents ETM utilisé es pour les expositions des témoins p ositifs
Chague ETM ont étéajouté a partir daune solution mere a 1g/L dans HNQ

Concentration moyenne ug/L

01 16 07 01 01 02 03 11 04 06 111 04 01 1,7 15
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2.2. $ A xtradtidn des ARNotaux ala quantification des ARNnsuivis

El  AE1 A g lagadvies okt @écblliectées par fitration. Les filtres ont ensuiteété

immergés dans une soltion de Trizol puis consevés a-yntJ # EOONOGU 1 8A3O
ARN totaux Les ARN ont été B O O E ARitdeGlu ini kitdRNeasy de QIAGENLes
concentrations ont été mesurées auNanodrop puis normalisées a Bng/ L. La pureté

des échantillms (absence @\DN) a été éwaluée en mesurant les rapports  AA OT OAAT AA
con¥cuym 11 AO PAO ga®®dAl OAOEIT OO0 CAI AGA
Cing centsnanogrammes A8 ! 2. O O Adird@irankctit® a 11 80A E AitdProkéya
Goscript™ reverse transcriptase system en uilisant des amorcesaléatoires (random
hexamer - Eurogenteg, selon les recommandations du fornisseur. Les ADN

complémentaires (ADNCc) obtenus ont été dilués 10 fois, puis conservés a-20°C.

L6 A A inteAdastransaits analysésa &é déterminée en gPCR Les ADNc ont été
distribués en microplaques 384 puits, ce qui a peOi EAT ABUOAO 1 6AT OAI £
échantillons, agst a dire les différents stades larvaires et toutes les conditions

d@xposition, pour 2 génes simultanémen, en triplic at sur une méme plaque

La qPCR a étééalisée avecle LightCycler®48 0 II, suivant le programmeA & Al D1 E £AEA A OF

présentéci-dessous Tableaull).

Tableau 11 : Programme du LightCycler 480

Etapes Tempfé'ature Durée Nor:yllll': de
Dénaturation 95 5 min 1
95 10 sec
Amplification 58 20 sec 45
72 20 sec
95 5 sec
Courbes de fusion 60 1 min 1
95 Continue*
Refroidissement 40 30 sec 1

(*) : la détection de la fluorescence est continue lors du changement de
température de 60°C a 95°C.

La qPCR prmet A 6 1 A QuAel VEl€ur caractéistique, le cyde seuil, appelé Cp, qui
représente lepremier cycle A 8 A I idatiofcapartir duquel | ADN amplifié est détectable
01 OO0 1 61 AfeAjeuldEsl de fa Féaciiofcontient AADNccible, plus la valeur du
O est faible.
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Lesrésultats sontexprimés conme lamoyenne destriplicats de Cp obtents, normalisés
Cii1 A AA OF &
OAO@ ABAGPOAOC

ensuite lissés erfonction de la candition contrdle suivant la formule (formule 2DD):

par la moyenne desCp obterus, pour la méme condition, A8 O1

gapdh (glycéraldéhyde-3-phosphate déshyrogénase. , A O

2 ~(CPech ~ CP Garpn)

2 =(Cp Toep, = CP Gappn)

2.3. Les genes étudiés

Nous avons boisi un panel de genes inpliqués dans différentes fonctions

physiologiques: réponse au stress, croisance détoxification, apoptose. Ils sont

présentésdansle Tableaul2.

Tableau 12 : Liste des genes étudiés et leur fonction

Nom des génes Fonction

L'ATP synthase est une enzyme qui crée la molécule de stockage d'énergie

ATP synthase adénosine triphosphate (ATP). L'ATP est la "monnaie énergétique" la plus
couramment utilisée par les cellules pour tous les organismes.

Na+/K+ La pompe sodium/potassium aide a maintenir le potentiel de repos, affecte le
transport et régule le volume cellulaire.

Glutathion S-transférase (GST) Métabolisation (phase II) des xénobiotiques.

MADDL Joue un réle régulateur important dans la mort physiologique des cellules.

BCL2 Régulateurs antiapoptotiques

Bax Régulateurs proapoptotiques

p38 Gene impliqué dans la différenciation cellulaire, I'apoptose et I'autophagie.
Facteur de transcription joue un rdle central dans 1'expression d'une grande classe

Hsf1l de protéines de choc thermique (HSP) de chaperons moléculaires qui protégent les
cellules des agressions cellulaires.

Hif Facteur de transcription permettant aux cellules de s'adapter a des conditions a
faible teneur en oxygeéne.

TL La télomérase remplace de courts fragments d'ADN appelés télomeres, qui sont
autrement raccourcis lorsqu'une cellule se divise par mitose.
Le p53 (« tumor protein 53 ») est un facteur de transcription régulant de multiples

p53 fonctions cellulaires importantes comme la régulation du cycle cellulaire,
I'autophagie ou I'apoptose.

DNMT3A L'enzyme ADN méthyltransférase 3 alpha produite, aide a ajouter des groupes
méthyles aux éléments constitutifs de 'ADN (nucléotides) appelés cytosines.

Protéines de choc thermique (heat shock Elles ont la fonction de chaperon moléculaire. Elles sont impliquées dans la

protein) HSP 60, 70, 40 (DNA]) protection et la réparation des protéines.
Elles interviennent dans la détoxification des métaux essentiels revétant un

Métallothionéines (MT1, MT5, MT7) caractére toxique lorsqu'ils sont présents en et permettent également la
séquestration de métaux toxiques a caractére non-essentiel.

NRD1 Joue un réle dans la migration et la prolifération cellulaire.
Les SOD permettent d'éliminer les espéces réactives d'oxygéne mitochondrial

SOD Mn (ROS) et ainsi de protéger la mort cellulaire. La protéine formée joue un rdle anti-
apoptique face au stress oxydant, au rayonnement ionisant, aux cytokines
inflammatoires.
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2.4. Statistiques

Pour tenir compte de B Aékce de réplicatbiologique (i.e. un baad i 1 Aparicgndition
testée), nous avas réalisé des analysesen composante principale(ACP) cequi permet
de visualiser des différences de profil d&xbression globale. Les statistiques ont été
réaliséesavec E logiciel R (version 3.6.1, 2019), et lepackage FactoMineR.es ACP ont
été réalisées en considérant I@nsemble des genessuivis, quelle que soit leur

contribution individu elle.

Comptetenu de kA normalisation des profils dexpressions par ceux des témais, les
conditions « Témoins» sont centrées sur &axe des ACE et nbnt pas été eprésentées

sur lesgraphiques.

A titre indi catif, le barycentre des variebles quaitatives de la réponse transciptomique
globale est représenté. |l donne une inormation sur les modalités générales de la
réponseddane population, indépendamment du stressexpérimental testé et de k&ge des

larves.

3. Résutats et discussion

Pour tester Ihypothése gue nos deuxpopulations, Fos et @lvi, au trait ddistoire de vie
contrasté, présentaient des différences de éponse transcriptomique,| T OON O&ight | AO i
soumises aux mémes stress, nous avors choisi une approche gne candidats Ainsi nous
avons fait ypothése queles géne considérés, en lien avec la gstion du stress, la

détoxification ou a lasurvie cellulaire, seraient a priori p ertinents.

Les profils d@xpression obtenusont permis de mettre en évidencedes dfférences entre
les deux populations au niveau des témoins négatifs, en fonction des niveaw de

pollutions et de la naure du stress.
3.1. Lecas destémmsnégdifs

Les évolutions des abordances destranscrits au cours du temps different dane
population a lautre (Tableau 13). L@bondance ds transcrits reste globalement
constante entre 48h et 96 chezles larves de Fos. Seus bcl2, bax et la pompe M/K
ATPasediminuent de l@rdre dan facteur deuxa quatre. Au contraire, 10 des 17 géne
analysés sont moins abodants a 961 qu@ 48h, de rdre d@n facteur 3 a 7,chezles
larves de Calvi. Cependart, cette diminution d@bondance ne concerne pasles

métallothionéines,bcl2, les génes de stress hsfl B5p60 etgst.
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Tableau 13 : Fluctuations d@bondance des transcr its selon le stade de développement .

Temoins Fos | Temoins Fos (96 Temoins Calvi | Temoins Calvi
Rapport Rapport
(48 hpf) hpf) (48 hpf) (96 hpf)
MT1 9,01E+06 8,45E+06 1 1,01E+06 1,88E+06 1
MT5 2,40E+07 5,47E+07 0 5,56E+06 3,12E+06 2
MT7 2,99E+09 2,83E+09 1 1,43E+08 7,81E+08 0
ATPs 2,66E+07 4,44E+07 1 2,71E+07 7,01E+06 4
MADDL 2,46E+06 2,16E+06 1 3,40E+06 1,06E+06 3
NRD1 8,06E+05 1,09E+06 1 3,03E+06 4,41E+05 7
BCL2 1,97E+07 8,93E+06 2 1,35E+07 1,02E+07 1
NaK 3,50E+07 9,05E+06 3,87 2,28E+07 4,57E+06 4,99
Hsf1l 1,34E+07 9,34E+06 1 1,79E+07 1,40E+07 il
HSP60 1,94E+08 1,62E+08 1 1,22E+08 6,46E+07 2
Bax 1,26E+07 6,10E+06 2 1,46E+07 3,70E+06 4
p53 1,63E+07 1,33E+07 1 1,34E+07 4,39E+06 3
Hif 8,24E+05 9,45E+05 1 8,76E+05 2,79E+05 3
p38 1,47E+07 8,42E+06 2 1,54E+07 2,88E+06 5
DNAj 9,62E+06 9,21E+06 1 7,52E+06 2,86E+06 3
GST 4,66E+06 2,54E+06 2 1,27E+06 1,71E+06 1
SOD Mn 1,97E+06 1,14E+06 2 1,32E+06 4,54E+05 3

La comparaison des abondances de chaa des trarscrits dansles témoins de Fos et de
Calvi, montre des profils dd A AT T dshriilairds & 48h. A cestade de déeloppement,
seules les métallothionéines 1, 4 et 7 etgst sont plus dondantes chez les lavesde Fos,
dan facteur 4 a 21 (Tableau 13). Dans les conditions témoinsjes larves de Fos
possedent donc des mesagersqui leur conféreraient probablement une apitude a
répondre de facon plus efficace que les larves deCalvi a unstress chimique, notamment
métallique. Cette différence d@bondancespourrait s@xpliquer par une surproduction
d®ARN messagers @rigine maternele, suffisamment stables pour ne pas &re dégradés
depuis la fécondation jusqu@u moment de nos ankses Cete hypothése devra étre
vérifiée. Cependant I8 ET £l OAInddld OO A ORA OOAT OAOCEDOT I A
significativement a la fin dustade Hastula. diste avant lestade Pluteus soit 48 heures
post féondation, les transcrits détectéssont prin cipalement issus de la transcripion du
génome du zygote et a 96h post fécondation ils dérivent intégralement du génome
zygotique (Wong et al. 2019) Nos mesures étant réaliséesa 48h et 96h, sont ansi trés
probablement le reflet de Il@xpression du génome des larvesll serait tout a fait
envisageable ge des facteursde transaiption spécifique des éléments régulateurs as
métallothionéines et gst d@rigine maternellg, soient également présents et promeuvet
I@xpression des gaes zygotiques. Des expériences de retardus gel permettront de

tester auss cette hypothése.

A 96h, les abondances de transcrits regnt inchangées chez les larves de Fo®t celles de

Calvi diminuent sensblement. Il apparait donc que ks larves de Fospossedent
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globalement plus de tanscrits que celles de Calvi, dn facteur 3 a 18. Les transcrits
codants pour les métallothionéines sont, ici encore, plus abondants chez les larvesie

Fos

Ces résultats obenus sur les témoinsvont dans le sens dune réponse population
spécifique, qui intéresserait donc ici, soit les régionsgénomiques régulatrices des
transcrits étudiés, soit des différences en composion et/ou d @bondance de faatur de

transcription (facteur TRANS).

Tableau 14 : Profil d'expression pour les larves témoin s gées de 48h et de 96h.

Le rapport entre Cali et Fos permet de mettre en évidence les différences daux de transcit. Les rapports
identiques en bleus indiquentun taux de transcrit similaire et en rouge des tax de transcrit de Fos au moins 3 fois
supérieurs aceux de Calvi.

Temoins Fos Temoins Calvi Rapport Temoins Fos Temoins Calvi Rapport
(48 hpf) (48 hpf) FOS/CALVI (96 hpf) (96 hpf) FOS/CALVI
MT1 9,01E+06 1,01E+06 9 8,45E+06 1,88E+06 4
MTS5 2,40E+07 5,56E+06 4 547E+07 3,12E+06 18
MT?7 2,99E+09 1,43E+08 21 2,83E+09 7,81E+08 4
ATPs 2,66E+07 2,71E+07 1 4,44E+07 7,01E+06 6
MADDL 2,46E+06 3,40E+06 1 2,16E+06 1,06E+06 2
NRD1 8,06E+05 3,03E+06 0 1,09E+06 4,41E+05 2
BCL2 1,97E+07 1,35E+07 1 8,93E+06 1,02E+07 1
NaK 3,50E+07 2,28E+07 2 9,05E+06 4,57E+06 2
Hsf1 1,34E+07 1,79E+07 1 9,34E+06 1,40E+07 1
HSP60 1,94E+08 1,22E+08 1 1,62E+08 6,46E+07 3
Bax 1,26E+07 1,46E+07 1 6,10E+06 3,70E+06 2
p53 1,63E+07 1,34E+07 1 1,33E+07 4,39E+06 3
Hif 8,24E+05 8,76E+05 1 9,45E+05 2,79E+05 3
p38 1,47E+07 1,54E+07 1 8,42E+06 2,88E+06 3
DNAj 9,62E+06 7,52E+06 1 9,21E+06 2,86E+06 3
GST 4,66E+06 1,27E+06 4 2,54E+06 1,71E+06 1
SOD Mn 1,97E+06 1,32E+06 1 1,14E+06 4,54E+05 3

3.2.  Zoom sur l@bondance desnétallothionéines

Les métallothionéines sont desprotéines non enzymaiques de fible poids moléculaire
(12-15 kDa), riches en cystéine. Les gioupes thiol (-SH) des résidus cystéines sont
responsabks de leur forteaffinit € pour les métaux lourds (Margoshes and Vallee 1957)
Les MTs ont été caractériséesdans de nombreuxinvertébrés aquatiques (Amiard et al.
2006) y compris les molusques (Bebianno and Langston 1998; Amard-Triquet et al.
1998; (Ng et al. 2008) et leurs larves (Damiens et al. 2006) Leur synthese est
principalement induite par les métaux tels que Cu, Zn, Cd, Hg et Ag, mais aussi dans un

moindre degré par des ®mposés organiquestels que certains pesticides ou de
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antibiotiq ues.Ellessont impliquées A A T ldmdodiasie des métauxourds essentiels tels
que le cuivre et lezinc, la détoxification des cationsmeétalliques toxiques tels que le
cadmium et le mercure(Amiard et al. 2006) et la protection contre le stress oxydatif
(Ruttkay-Nedecky et al. 2013; Rios et al. 2018 5elonBebianno and Machadq1997);
Linde et al. (2001); Baudrimont et al. (2003), la concentration en Ms chez les
organismes marins peut éte utilisée commeun bil | A ON O A O GtionAabndn@talx O

lourds.

Lestranscrits codants pour les métallothionéines (1, 5 & 7) sont significativement sur-
représentés (p = 0,005) chez les larves de Fos par rapport a celide Calvi(figure X).
Cette observaion suggere que les larves de Fos ontine meilleure aptitude aprendre en
charge les ontaminations métalliques, précocementau cours du développemant. Outre
les DBPs,d golfe de Fos estussi contaminéen éléments traces métalliguegAugier et
al. 1994). La surabondance de transcrits MT peut ainsi étre interprétée également

comme uneadaptation au stress métalique.

MT1 MT5 MT7
1E+07 3E+07 3E+09
9E+06
8E+06 2E+07 3E+09
7E+06
6E+06
SE+06 2E+07 2E+09
4E+06
3E+06 1E+07 9E+08
2E+06
7E+05 S5E+06 1E+08
Temoins Fos Temoins Calvi Temoins Fos Temoins Calvi Temoins Fos Temoins Calvi
(48 hpf) (48 hpf) (48 hpf) (48 hpf) (48 hpf) (48 hpf)

Figure 39 : Zoom sur le taux de transcrit de 3 métallothion éines retrouvé dans les larves de Fos (gris) et les
larves de Calvi (rouge).

3.3. Le cas dedarves challengés par différents niveaux de pollution

Compte-tenu des sultats précédents, nous avons choisi de compareséparément les
deux stadesde développement analyséd es ACP permettent la compaaison des profils

d@xpressiondes larves par rapport ax témoins.

Pour les larvesde 48 heures, les ceuxa@dA O AA 1 6! #0 D A Ghvkdd 8686l O
de la vaiation desprofils A 8 A @b O(kiguéeR20).1, 6 A @A enpexpliggde 588% est

construit par la matié des genes éetudiegCo<>0,7) (Tableau 15), ceux principalement
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impliqués dansla prolifération cellulaire et la régulation A A 1 8 A BtIBO hrdlA
p53, p38), et dans la protection cellulaire (hsp40, hsf1)8 , & duizedpliqge 35,1% de la
variation, regroupe les génes imghjués dansla produdgion A& i 1 A O C E Aidn pro-A
apoptotique et la détoxification ce xénobiotique @tp synthetase, dnmt3A, bax, gst8).

Les larves de Fos et de Calvilorsquilles sont exposées I@au réelle di golfe de Fos,
sont colocaliséesdans ACR ce qui traduit une similitude de profils d@xpression
Globalement les larves répriment |@xpression de leurs genes, mais|@cart par rapport
aux témoins est faible L@au du golfe ne samble donc pas avoir d&ffet notable sur la
réponse transcriptomique, ce qui pourrait indiquer que cesconditions ne provoquent
pas de stresqnotable sur les premiersstades di développement, quelle que sot l@rigine

des larvesselon les génes suid

Variables factor map (PCA) Individuals factor map (PCA)
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Figure 40 : Analyse en composantes principales du taux de t ranscrits des d ifférents gen es (variables) et la

oi ¢O

répartition des indiv idus en fonction de leur site géographique, aprés 48 h Aéxpositon 0 1 8 AAO O AT 1 A AA

au cocktail de DBPs.

Lorsque les larves sont exposéeau mélange de DBPs (e. NOEC 10mg/L 1 mg/L et
30mg/L pour le bromoforme, le tribromophénol et Kacide tribromoacétique
respectivement), IRACP montre que les populations de larves de Fos etCalvi ont des
profils d@xpression sensiblement différents (Figure 40, Tableau15). Les larves deCalvi
sont situées haut sur l@xe 2et sont peu différentesdu témoin sur laxe 1(Tableau15).

Cette posifon dans IACPindiqu e une demandeen énergie accrue par rapport au ténoin,
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et la mise en place desystemes de détoxification. Leslarves deCalvisurexpriment aussi
dnmt3A, qui codepour une méthyltransférase La suexpression de méthyltransférase
est saivent associé a l@xpérience dun stress. Laine desfonctions de dnmt est en effet
de contenir la réactivation d@&léments mobiles« dormant » du gérome, qui peuvent agir
comme agens mutagenes le plus souvent déléteres (Campos et al. 2012; Takayama et
al. 2014; Dorts et al. 2016)Enfin, bax est sensiblement surexprimé, alors que bcl2 ne
I@st pas ce qui indique probablement une augmentation du nombre de cellules qui
s@ngagent dans @poptose.Cette réponse semble cohérente avec les pfils de comeétes
qui laissaient penser que @&xposition aux DBPs pouvaeént déclencher K@poptose
(Boumela et al. 2011; Bonaventurateal. 2011; Galasso et al. 2019)

Les larves de Fos exposéesu mélange de DBPssont principalement positionnées a
droite de IACP, indquant une réponse orientée vers k survie cellulaire et le
déclenchement dune réponse globale au stress comme @ndique par exemple h
surexpression des facteurs detranscription hifl et hsfl. Ces facteurs de transcription
sont activésen réponse a udarge éventail de stress chimiques etontrélent a eux deux
I@xpression de centaines de génesdont les protéines de chocthermique (Silva et al.
2017; Steurer et al. 2018)

On voit tres distinctement que les deux sites géographues étudiés se différencient dés
les premiers stadesde développementf] AEO O1 E N O AiheAxpdSitioh & ubeal 8
dopée en DBB. Ces obsevations nécessient une consolidation mais tendent a
confirmer les observations de toxicité di chapitre 3 entre les larves de Fos et d site de
référence aprés 48heures post fécondation (hpf) En revanche, une gosition aigue (48
heures) & desconcentrations environnementales gau réelle de Fe) ne semble pas avoir

A 8 E | .ELAsAnOdalités de sélection du milieu semblent dépena d@ine exposition

chronique.
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Tableau 15 : Contribut ion des variables et des individus aux deux axes pour les expositions 48 hpf

Figure 41 : Analyse en composantes principales du taux d e transcrits d es djfférgnts génqs (variables) et la
répartitio ndes individus enfonctionde leursitA Ci T COAPEENOAR ADPOI O we EDA
Fos et au cocktail de DBPs
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